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Кустарник спирея японская (Spiraea japonica, L.F.) широко используется в городском озеленении. Для 
улучшения качества саженцев применяют препараты гуминовых веществ и рост-стимулирующих бактерий. 
Гуминовые вещества осуществляют транспорт, защиту бактерий и облегчают им колонизацию корней, а 
также стимулируют высвобождение органических кислот из корней растений, которые являются источником 
питания для этих бактерий. Ризобактерии, стимулирующие рост растений, со своей стороны повышают 
доступность питательных веществ, выработку фитогормонов, развитие побегов и корней и могут помочь 
растениям противостоять биотическим и абиотическим стрессам. В настоящей работе был показан 
кумулятивный положительный эффект применения препаратов гуминовых веществ и штаммов ризосферных 
рост-стимулирующих бактерий Pseudomonas chlororaphis 4CH и Pseudomonas protegens DA1.2 на рост и 
состояние саженцев спиреи. В частности, растения после комбинированных обработок гуматами и 
бактериями имели наибольшую массу побега и корня, повышенное содержание хлорофилла и индекс азотного 
баланса. Стимулирующее действие бактерий связано, по данным литературы, с их способностью 
продуцировать ауксины, а рост-стимулирующее действие гуминовых веществ – с возможным присутствием 
в их составе ауксинподобных веществ. Показана перспективность совместного использования бактериальных 
препаратов с гуматами для повышения жизнестойкости и скорости роста саженцев спиреи Японской и, 
возможно, других декоративных кустарников. 
Ключевые слова: Спирея японская (Spiraea japonica, L.F.); гуминовые вещества; ризобактерии; Pseudomonas 
chlororaphis 4CH; Pseudomonas protegens DA1.2. 
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The shrubs Japanese spiraea (Spiraea japonica, L.F.) is widely used in urban gardening. To improve the quality of 
seedlings, humates and growth-stimulating bacteria preparations are often applied. Humates enhance bacterial 
transport, bacterial safety, and colonization of roots by bacteria and stimulate organic acid release from roots, the 
acids serving as nutrients for bacteria. Rhizobacteria stimulate plant development by facilitating nutrient availability, 
phytohormone production, and roots and branches sprouting and by enhancing plant ability to tolerate biotic and 
abiotic stresses. We have demonstrated a cumulative effect of applying a humate preparation combined with growth 
stimulatory rhizobacteria strains Pseudomonas chlororaphis 4CH и Pseudomonas protegens DA1.2 on the condition 
and growth of spiraea seedlings. In particular, the plants subjected to the joint effect of both agents exhibit the 
highest shoot and root sizes, chlorophyll content, and nitrogen balance index. The stimulatory effect of bacteria is 
associated, according to literature, with their ability to produce auxins, and the growth-stimulating effect of humic 
substances is associated with the possible presence of auxin-like substances in their composition.. The combined use 
of humates and rhizobacteria preparations is a promising approach to improving the viability and growth of Japanese 
spiraea and probably other decorative shrubs.  
Keywords: Japanese spiraea (Spiraea japonica, L.F.), humates, rhizobacteria, Pseudomonas chlororaphis 4CH; 
Pseudomonas protegens DA1.2. 

Введение 
Для озеленения городов необходимо достаточное количество и качество саженцев. Использование 

биостимуляторов является перспективным подходом для повышения количества и качества посадочного 
материала. Среди биостимуляторов, применяемых для улучшения качества саженцев, чаще других 
упоминаются препараты гуминовых веществ (продуктов разложения органического вещества, извлеченного 
из бурых углей, торфа и других источников) [1, 16] и рост-стимулирующих бактерий [36, 11]. Гуминовые 
вещества (ГВ) относительно устойчивы к микробной активности, действуют как переносчик 
микроорганизмов [22, 44] и могут обеспечивать защиту микроорганизмов в своих гидрофобных доменах [15]. 
Кроме того, ГВ способны стимулировать высвобождение органических кислот из корней растений. Эти 
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соединения являются источником питания для рост-стимулирующих бактерий, что может усиливать рост 
корней растений и их колонизацию микроорганизмами, создавая ряд преимуществ как для здоровья растений, 
так и для почвы [31, 26]. Положительное влияние ГВ на метаболизм растений проявляется в 
функционировании клеточных мембран и стимуляции поглощения питательных веществ [40, 25]. ГВ также 
влияют на рост растений как гормон-подобные вещества [24, 9].  

Ризобактерии, стимулирующие рост растений, повышают доступность питательных веществ, 
выработку фитогормонов, развитие побегов и корней и могут помочь растениям противостоять биотическим 
и абиотическим стрессам [14]. Эти бактерии могут способствовать росту растений, используя собственный 
метаболизм (растворяя фосфаты, вырабатывая гормоны) или прямо влиять на метаболизм растений, 
увеличивая поглощение воды и минералов [33, 42]. Часто препараты ГВ [45, 27] и бактерий [6, 8] используют 
в растениеводстве на посевах травянистых растений, однако в большинстве случаев гуматы и бактерии 
применялись по отдельности. Вместе с тем, немногочисленные исследования показали, что сочетание 
препаратов бактерий и гуматов позволяет получить более выраженный рост-стимулирующий эффект как на 
травянистых [15, 31], так и на древесных растениях [28, 29], чем при обработке каждым из препаратов по 
отдельности. 

Целью нашего исследования является изучение эффекта применения препаратов гуминовых веществ, 
штаммов бактерий Pseudomonas chlororaphis 4CH и Pseudomonas protegens DA1.2 а также их сочетания на 
рост и развитие саженцев листопадных декоративных кустарников спиреи японской (Spiraea japonica, L.F.). 
Ранее нами было изучено влияние бактерий этих штаммов и их сочетания с гуматами на рост саженцев 
деревьев [2] и была выявлена зависимость действия этих биостимуляторов от вида растений [29]. В данной 
работе впервые в качестве объекта были изучены кустарниковые растения. 
 
Материалы и методы исследований 

Бактериальные штаммы и среды для их культивирования. В работе использовали два штамма 
грамотрицательных бактерий из коллекции микроорганизмов Уфимского института биологии, выделенные 
из природных источников: Pseudomonas protegens DA1.2 (депонирован во Всероссийской коллекции 
микроорганизмов В-3542D), описан в статье Четверикова и др. [12]) и Pseudomonas chlororaphis 4СН 
(депонирован в коллекции микроорганизмов УИБ-57) [3]). Эти штаммы бактерий были выбраны для 
обработки саженцев спиреи японской (Spiraea japonica, L.F.), поскольку в предыдущих опытах их сочетание 
с гуматами стимулировало рост саженцев сосны обыкновенной (Pinus sylvestris L.), тополя (Populus italica 
pyralis × P. nigra), липы крупнолистной (Tilia platyphyllos Scop.) и каштана конского (Aesculus hippocastanum 
L.) [29]. Бактерии культивировали в колбах Эрленмейера на среде Кинга Б (2% пептона, 1% глицерина, 0,15% 
K2HPO4, 0,15% MgSO47*H2O) на шейкере Innova 40R (Нью-Брансуик, Нью-Джерси, США) при 160 об/мин в 
течение 48 ч при 28°C [18]. Количество клеток в культурах измеряли нанесением серийных разведений на 
среду Кинга Б с агар-агаром (15 г/л) и последующим подсчетом количества колониеобразующих единиц 
(КОЕ) [18]. Бактериальную культуру разбавляли стерильной водой и получали раствор для обработки 
растений.  

Извлечение гуминовых веществ. В качестве источника ГВ веществ использовался бурый уголь 
(Тюльганское месторождение, Оренбургская обл., РФ). Уголь смешивали с 0,1 М КОН в соотношении 1:10 и 
ГВ экстрагировали в течение двух часов при перемешивании при 1500 об/мин. Осадок удаляли 
центрифугированием при 12000 об/мин в течение 10 мин [18]. 

Условия роста растений, обработка и измерения. В нашем исследовании была применена 
стандартная технология выращивания саженцев деревьев в питомниках, однако совместная обработка 
саженцев кустарников бактериями и гуматами использовалась впервые. Мы адаптировали методику, ранее 
успешно применявшуюся на пшенице [18]. Эксперименты проводились на территории Южно-Уральского 
Ботанического сада-института УНЦ РАН. Для опыта использовали черенки сорта «Gold mound» Спиреи 
японской (Spiraea japonica, L.F.) — листопадных декоративных кустарников семейства Розовые. Этот сорт 
является популярным благодаря своей круглогодичной декоративности, стилистической гибкости, 
неприхотливости и высокой выносливости, что делает его широко востребованным в городском озеленении. 
Размножение проводили полуодревесневшими черенками. В первой декаде июля срезали однолетние побеги, 
толщиной 3-5 мм. Из них нарезали черенки длиной 10-15 см. Черенки высаживали в грунт на 2/3 их длины 
под углом 45° к поверхности земли. Укоренение производили в парниках с туманообразующей установкой. В 
почвенную смесь (чернозём, песок, перегной в соотношении 3:1:1) в горшках объемом 1 л с черенками 
вносили по 100 мл бактериальной взвеси ((4±0,5)×109 КОЕ/мл) и ГВ (2 г/л) по отдельности или в комбинации 
раз в месяц. Контрольные растения обрабатывали таким же количеством воды без добавок. Растения поливали 
регулярно. Через два месяца устьичную проводимость измеряли с помощью порометра/флуориметра LI-600 
(LI-COR Biosciences, Линкольн, Небраска, США). Определяли содержание хлорофилла и флавоноидов в 
листьях и проводили расчет индекса азотного баланса (NBI) с помощью прибора DUALEX SCIENTIFIC+ 
(FORCE-A, Париж, Франция). Через три месяца после посадки саженцев измеряли сырую массу побегов и 
корней. 

Определение содержания ауксина в культуральной среде. Концентрацию индолилуксусной кислоты 
(ИУК), действующей на растения как ауксин, измеряли в бактериальных средах на второй день 
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культивирования, следуя методике Veselov et al. [41]. Для этого 1 мл бактериальной культуральной среды 
разбавляли дистиллированной водой до 6 мл и подкисляли с помощью HCl до pH 2,5 для экстракции ИУК 
диэтиловым эфиром. Затем ИУК извлекали из диэтилового эфира в раствор NaHCO3 и повторно 
экстрагировали диэтиловым эфиром из подкисленной водной фазы. Анализ ИУК проводился 
иммуноферментным методом, используя специфические антитела против ИУК, как описано в Arkhipova et al. 
[7]. Надежность метода обеспечивается специфичностью антител к ИУК и эффективностью экстракции, 
позволяющей минимизировать количество примесей за счет уменьшения объема экстрагентов на каждом 
этапе разделения растворителей. Эффективность очистки ИУК перед иммуноферментным анализом 
подтверждена хроматографией: пики иммунореактивности совпадали только со стандартами ИУК. 

Статистика. Данные были обработаны с использованием программы Statistica версии 10 (Statsoft, 
Москва, Россия) и представлены как средние значения ± стандартная ошибка. Статистическая значимость 
различий между средними была оценена с помощью дисперсионного анализа при использовании критерия 
Дункана. Значимыми считали различия при (p < 0,05). На графиках средние значения, которые статистически 
различаются, обозначены разными буквами. Число повторений (n) указано в подписях к рисункам. 

Работа проводилась с использованием оборудования центра коллективного пользования УФИЦ РАН 
«Агидель». 
 
Результаты и обсуждение 

Результаты определение концентрации ИУК в культуральной жидкости бактерий P. protegens DA1.2 
и P. chlororaphis 4CH (868±52 и 842±47 нг/мл соответственно) свидетельствует об одинаковой способности 
синтезировать этот ауксин изученными штаммами. 

Как видно на рис. 1, все виды обработок привели к заметному увеличению размера побегов и корней 
при сравнении с контролем. 

 
Рис. 1. Фото трехмесячных саженцев спиреи японской после обработок суспензией бактерий P. chlororaphis 
4CH, P. protegens DA1.2 и гуминовыми веществами (ГВ) отдельно и в комбинациях с бактериями (4CH + ГВ 
и DA1.2 + ГВ).  
 

Масса побега и корня также увеличилась при всех видах обработок (рис. 2).  

 
Рис. 2. Сырая масса побега (а) и корня (б) трехмесячных саженцев спиреи японской после обработок 
суспензией бактерий P. chlororaphis 4CH и P. protegens DA1.2 и гуминовыми веществами (ГВ) отдельно и в 
комбинациях с бактериями (4CH + ГВ и DA1.2 + ГВ). Значимо различающиеся данные помечены разными 
буквами; n = 10 

 
У растений после комбинированных обработок с использованием DA1.2+ГВ и 4CH+ГВ массы побега 

(10±1 и 11.0±0,3 г соответственно) и корня (8.0±0,7 и 8.0±0,3 г) были наибольшими, у растений из контрольной 
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группы – наименьшими (3.0±0,9 и 2.0±0,4 г), у обработанных по-отдельности ГВ (7.0±1,2 и 6.0±0,6 г) или 
DA1.2. (8.0±1,1 и 6.0±0,5 г) и 4CH (6±1 и 4.0±0,3 г) – промежуточными. Растения, обработанные 
биостимуляторами по отдельности, не различались между собой по массе побега. Прибавка массы корней в 
сравнении с контролем была минимальной у растений, обработанных штаммом 4CH. 

Ранее было показано, что в условиях засухи рост-стимулирующие бактерии приводили в сочетании с 
гуминовыми веществами к более сильному накоплению корневой массы, чем по отдельности [4, 38]. 
Стимулирующее действие бактерий на рост корней объясняют их способностью продуцировать ауксины [20], 
а рост-стимулирующее действие гуминовых веществ – присутствием в их составе ауксинподобных веществ 
[39]. Аргументом в пользу роли ауксинов в действии препаратов ГВ и бактерий на рост корней является 
хорошо известная способность этих гормонов влиять на ветвление корневой системы [23]. Более высокую 
эффективность комбинированного препарата бактерии и ГВ по сравнению с применением каждого из них по-
отдельности можно объяснить не только простым повышением уровня ауксинов в результате суммирования 
бактериальных и содержащихся в составе ГВ гормонов, но и способностью ГВ стимулировать экссудацию 
корнями органических веществ, являющихся субстратом для роста бактерий, а также продукции ими 
ауксинов из выделяемого корнями триптофана [19]. Также ГВ способны повышать уровень колонизации 
корней бактериями, модифицируя структуру клеточных стенок с помощью АТФ-азы, активность которой 
возрастает под влиянием ГВ [31]. 

Представляет интерес тот факт, что при обработке растений спиреи бактерии штамма 4CH в меньшей 
степени способствовала активации роста корней, чем бактерии штамма DA1.2, в то время как in vitro эти 
штаммы продуцировали одинаковое количество ауксинов. Ранее было показано, что влияние бактерий на 
содержание ауксинов в растениях и активацию роста корней зависит не только от их потенциальной 
способности продуцировать ауксины in vitro, но и от способности колонизировать корни растений [21]. 
Результаты оценки влияния изученных нами штаммов бактерий на рост корней зависели от вида растений: 
при обработке саженцев сосны большая способность стимулировать рост корней была зарегистрирована у 
штамма DA1.2, а в случае растений каштана конского – у штамма 4CH [29]. Таким образом, можно 
предполагать, что более низкая способность штамма 4CH стимулировать рост корней могла быть обусловлена 
пониженной колонизацией корней спиреи бактериями этого штамма.  

Измерение устьичной проводимости (рис. 3) показало, что все виды обработок увеличивали этот 
показатель в той или иной степени, что должно было привести к увеличению потерь воды с транспирацией и 
в тоже время способствовать повышению газообмена и фотосинтеза. В наибольшей степени устьичная 
проводимость возрастала под влиянием обработки растений штаммом 4CH.  

 
Рис. 3. Устьичная проводимость трехмесячных саженцев спиреи японской после обработок суспензией 
бактерий P. chlororaphis 4CH и P. protegens DA1.2 и гуминовыми веществами (ГВ) отдельно и в комбинациях 
с бактериями (4CH + ГВ и DA1.2 + ГВ). Значимо различающиеся данные помечены разными буквами; n = 20 

 
Стимулирующее влияние ГВ на рост побега объясняют увеличением устьичной проводимости под 

влиянием ауксинов, содержащихся в их составе [34]. Эти гормоны могут влиять на состояние устьиц через 
изменение концентрации кальция в цитоплазме клеток при участии циклического гуанозинмонофосфата в 
качестве вторичного мессенджера [13]. Высокая устьичная проводимость, зарегистрированная у растений, 
обработанных штаммом 4CH, косвенно указывает на высокую концентрацию ауксинов в побегах этих 
растений, в то время как их концентрация в корнях, видимо, была пониженной. Ранее нами была показана 
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способность бактерий влиять на распределение гормонов между побегом и корнем [7]. Распределение 
гормонов между органами и тканями растений зависит от активности переносчиков [32], а бактерии способны 
влиять на экспрессию генов, кодирующих переносчики ауксинов [35]. В дальнейшей работе важно оценить 
как содержание ауксинов в побегах и корнях древесных растений, обработанных бактериями и ГВ, так и 
влияние биостимуляторов на экспрессию и активность переносчиков гормонов. 

Таким образом, повышение устьичной проводимости под влиянием изученных нами 
биостимуляторов вполне объяснимо способностью использованных бактерий синтезировать образование 
ауксинов и известным из литературы присутствием ауксинов в составе ГВ [39]. Вместе с тем, требует 
объяснения тот факт, что обработка штаммом 4CH, который в наибольшей степени влиял на устьичную 
проводимость сеянцев спиреи, не приводила к большей стимуляции роста побега при сравнении с растениями, 
обработанными по отдельности штаммом DA1.2 и ГВ. Для поддержания устьичной проводимости и роста 
растений повышение транспирации в результате увеличения устьичной проводимости должно быть 
скомпенсировано возрастанием притока воды из корней за счет активации их роста. Как отмечалось выше, 
прибавка в весе корней у растений, обработанных штаммом 4CH, была минимальной и возможно 
недостаточной для балансирования возросшей транспирации адекватным притоком воды. В дальнейшей 
работе важно учитывать влияние обработок биостимуляторами на оводненность тканей побега для того, 
чтобы более ясно понять механизм их рост стимулирующего действия. 

Оценка уровня хлорофиллов не выявила повышения их содержания под влиянием как бактерий, так 
и ГВ при их раздельном применении (рис. 4). Тем не менее, увеличение массы побегов под влиянием этих 
обработок свидетельствует о том, что продукция пигментов в расчете на целое растений должно было 
возрастать. Бактерии в сочетании с гуминовыми веществами значительно повышали суммарный уровень 
хлорофилла (Рис. 4). Поскольку в состав хлорофиллов входит азот, предпосылкой для поддержания уровня 
этих пигментов является увеличение доступности азота для растений [43]. Таким образом, данные по 
содержанию хлорофиллов у растений свидетельствуют о повышение доступности этого элемента под 
влиянием биостимуляторов. 
 

 
Рис. 4. Содержание хлорофилла в листьях спиреи японской через 2 месяца после посадки и обработок 
суспензией бактерий P. chlororaphis 4CH и P. protegens DA1.2 и гуминовыми веществами (ГВ) отдельно и в 
комбинациях с бактериями (4CH + ГВ и DA1.2 + ГВ). Значимо различающиеся данные помечены разными 
буквами; n = 30 

 
Содержание флавоноидов снижалось под влиянием обработки растений штаммом 4CH как отдельно, 

так и в сочетании с ГВ, а также при комбинации штамма DA1.2 и ГВ (Рис. 5). Известно, что содержание 
флавоноидов возрастает при дефиците азота и фосфора [37]. Поэтому снижение их уровня можно 
рассматривать как индикатор повышенной обеспеченности растений этими элементами. Бактерии повышают 
содержание азота в почве благодаря из способности фиксировать азот [5], и такая способность была 
зарегистрирована у штаммов бактерий, которые были использованы для обработки растений спиреи [28]. ГВ 
повышают доступность азота для растений стимулируя рост азотфиксирующих бактерий [17], которые 
присутствуют в почве, обработанной гуминовыми веществами. Также известна способность бактерий 
солюбилизировать фосфаты [19], и это их свойство было выявлено у штаммов бактерий, которыми 
обрабатывали растения спиреи [28]. ГВ также проявляют это свойство, благодаря их способности 
активировать транспортные АТФазы, стимулируя выброс протонов из клеток корней, подкисляющих 
почвенный раствор, повышая тем самым растворимость содержащихся в почве фосфатов [30]. 
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Рис. 5. Содержание флавоноидов в листьях спиреи японской через 2 месяца после посадки и обработок 
суспензией бактерий P. chlororaphis 4CH и P. protegens DA1.2 и гуминовыми веществами (ГВ), отдельно и в 
комбинациях с бактериями (4CH + ГВ и DA1.2 + ГВ). Значимо различающиеся данные помечены разными 
буквами; n = 30 

 
Предположение о повышении обеспеченности растений азотом, которое проявлялось в поддержании 

уровня хлорофиллов на фоне активации роста растений и в повышении их уровня при обработке растений 
сочетанием бактерий и ГВ, подтверждалось при оценке индекса азотного баланса (Рис. 6), который возрастал 
под влиянием штамма 4CH как отдельно, так и в сочетании с ГВ, а также при комбинации штамма DA1.2 и 
ГВ. 

 
Рис. 6. Индекс азотного баланса (NBI) в листьях спиреи японской через 2 месяца после посадки и обработок 
суспензиями бактерий P. chlororaphis 4CH и P. protegens DA1.2 и гуминовыми веществами (ГВ) отдельно и в 
комбинациях с бактериями (4CH + ГВ и DA1.2 + ГВ). Значимо различающиеся данные помечены разными 
буквами; n = 30 

 
Выводы 

Исследование показало, что бактерии и гуминовые вещества оказывали значительное влияние на рост 
и развитие спиреи японской. Все виды обработок способствовали увеличению массы побегов и корней по 
сравнению с контрольной группой: P. chlororaphis 4СH, P. protegens DA1.2, гуминовые вещества – в 2 и более 
раза; а при совместных обработках бактериями и гуминовыми веществами (ГВ): 4СH+ГВ и DA1.2+ГВ – 
примерно в 3,5 раза, что свидетельствует о синергетическом действии этих компонентов. Все препараты, 
действующие по отдельности и совместно, увеличивали устьичную проводимость, а комбинации бактерий и 
гуминовых веществ значительно повышали уровень хлорофиллов. Штамм 4СH и совместное применение 
обоих штаммов с гуматами улучшали азотное питание растений, снижали содержание флавоноидов. Оба 
штамма бактерий в сочетании с гуматами были в равной степени эффективными. Таким образом, применение 
комбинированных сочетаний бактерий совместно с гуминовыми веществами обладает высоким потенциалом 
для улучшения выживаемости и ускорения роста саженцев. 

 
Исследования поддержаны Российским Научным Фондом (грант № 25-26-00171). 
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