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Вплив культуральної рідині музейних штамів бактерій роду Bacillus на деякі тест-культури мікроорганізмів та розвиток насіння редису

Завдяки здатності утворювати спори і високим адаптаційним властивостям  аеробні спороутворювальні бактерії широко поширені в природі та відіграють важливу роль в різноманітних біологічних процесах [1]. З використанням цих бактерій в промисловості пов’язано виробництво цінних ферментів, пектинів, целюлози, антибіотиків, органічних кислот та інших сполук [2]. Відомо, що бактерії роду Bacillus володіють вираженою антимікробною властивістю, зумовленою продукуванням антибіотичних речовин. На даний момент відомо більш ніж 200 антибіотиків та бактерицинів, що утворюються цими мікроорганізмами [3]. 
Бактерії роду Bacillus активно використовуються в сільському господарстві. Штами спороутворювальної бактерії B. thuringiensis, що мають здатність формувати при споруляції кристалічні включення білкової природи, багато років використовуються як основа біоінсектицидних препаратів [4] а також у виробництві мікробіологічних препаратів для біоконтролю фітопатогенів сільськогосподарських рослин [5]. Важливим напрямом підвищення врожайності рослин та екологізації землеробства є застосування мікробних препаратів на основі високоактивних штамів Bacillus, котрі не тільки захищають рослини від фітопатогенних мікроорганізмів, а й покращують фосфорне харчування рослин та синтезують ріст стимулюючі речовини [6, 7, 8]. Так, в Інституті мікробіології і вірусології ім. Д.К.Заболотного НАН України були виділені високоактивні штами бактерій роду Bacillus (B. megaterium, B.subtilis, B.pumilus, B.cereus), здатні мобілізувати фосфор з його органічних та важкорозчинних неорганічних сполук. Ці мікроорганізми характеризуються високою антагоністичною активністю щодо фітопатогенних мікроміцетів і бактерій. На основі фосфатмобілізуючих та азотфіксуючих бактерій були створені мікробні композиції і гранульовані бактеріальні препарати комплексної дії на рослини [9]. В цьому ж інституті Лапою, Житкевич та Жмурко (2006) було встановлено, що біологічний препарат спорофіт, створений на основі B. amyloliguefaciens УКМ 5137, можна рекомендувати як засіб захисту сільськогосподарських рослин від бактеріальних хвороб, викликаних збудниками роду Xanthomonas. Показано, що суміш із двох штамів – B. amyloliguefaciens УКМ 5137 та B. subtilis УКМ 5009 – проявляє антагоністичні властивості до фітопатогенів родів Xanthomonas та Pseudomonas і може бути використана як основа для створення біопрепарату проти бактеріозів сої [10]. Тому проблема ідентифікації і вивчення морфологічних, культуральних, тинкториальних ознак різних представників роду Bacillus, а також створення на їх основі біологічних препаратів є вкрай актуальною. 
Метою роботи було дослідити деякі фізіолого-біохімічні властивості бактерій після їх тривалого зберігання під шаром мінерального масла та виявити вплив метаболітів культуральної рідині музейних штамів на деякі тест-культури мікроорганізмів та розвиток рослин.

Матеріали та методи 

Об’єктами досліджень були 13 штамів бактерій роду Bacillus з музею спороутворювальних бактерій кафедри мікробіології та загальної імунології Київського національного університету ім. Тараса Шевченка. Культури отримані кафедрою з різних науково-дослідних інститутів Москви, Вірменії, Петербургу в період 1975-77 років. Мікроорганізми зберігали під шаром мінерального масла за кімнатної температури.
Морфолого-культуральні властивості культур досліджували на середовищах МПА, LB. Культивування здійснювали за 37°C. Досліджували фізіолого-біохімічні характеристики,  виявляли продукцію позаклітинних ферментів, зокрема амілолітичну активність, наявність протеаз та ліпаз [11,12]. На кров’яному агарі виявляли здатність синтезувати позаклітинні поверхнево-активні речовини [13]. 
Антагоністичну активність культуральної рідини визначали методом зональної дифузії [14]. В засіяному агарі пробковим свердлом  d- 10 мм вирізали лунки, в які вносили культуральну рідину досліджуваних мікроорганізмів, які попередньо культивували на рідкому середовищі LB протягом 5 діб. Біомасу відокремлювали від культуральної рідини шляхом центрифугування. За розмірами зон затримки росту тест-культур біля лунок з культуральною рідиною бактерій роду Bacillus визначали рівень антагоністичної активності досліджуваних штамів. Як тест-культури використовували бактерії: Escerichia coli ATCC 25922, Staphуlococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus faecalis УКМ B2510, Serratia marcescens, Micrococcus luteus  та дріжджі Сandida tropicalis, Сandida albicans, Сandida utilis, Cryptococcus albidus.
Для вивчення впливу культуральної рідини на енергію проростання, довжину коренів редису  використовували культуральну рідину досліджуваних штамів після культивування бактерій на рідкому середовищі LB протягом 5 діб. Готували розведення 1:10, 1:100, 1:1000 на стерильній водогінній воді. В чашки Петрі з паперовими фільтрами розкладали насіння редису сорту «Французський сніданок» в кількості по 50 штук на чашку і заливали 10 мл культуральної рідини певного розведення. Контролями слугували середовище у відповідному розведенні та водогінна вода. Враховували енергію проростання та довжину коренів на 3 добу експерименту [15].
Усі дослідження проводили щонайменше у 3-х повторностях. Розрахунки, графіки та статистична обробка виконані за допомогою пакету комп’ютерних програм Statistica 7.0 та Microsoft Excel 2002. Достовірність відмінностей між дисперсіями і середніми значеннями оцінювали за критерієм Фішера. 
Результати та їх обговорення.

З метою визначення фізіолого-біохімічних особливостей музейних штамів досліджена наявність деяких позаклітинних ферментів та поверхнево-активних речовин. Показано, що всі досліджувані культури проявляли каталазну, казеїназну та желатиназну активність. Амілолітичні ферменти виявлені у 10 культур, окрім штамів Bacillus subtilis var. niger 84(а), 84(б) та Bacillus pumilis 85-Н, які не продукували амілазу. 
Показано, що на кров’яному агарі навколо колоній  Bacillus subtilis 75, 76, Bacillus subtilis var. niger 81, 82, 83 та Bacillus sphaericus 96 утворювались зони гемолізу, що свідчило про здатність клітин продукувати поверхнево активні речовини. Виділення таких речовин може свідчити про антимікробну, антивірусну та гемолітичну активність культур [16, 17].
Виявлена  досить низька антагоністична активність культуральної рідини бактерій роду Bacillus до умовно-патогенних бактеріальних тест-культур: Staphуlococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Serratia marcescens, Micrococcus luteus. Не спостерігали прояву антагонізму до Escerichia coli ATCC 25922 у жодної з досліджуваних бацил.
Метаболіти  бактерії роду Bacillus по різному впливали на дріжджі родів Candida і Cryptococcus. Виражений антагонізм, із діаметром зон затримки росту - 24 - 32 мм, спостерігали до дріжджів роду Candida. Лише Bacillus sphaericus 96 показав відсутність антагоністичної дії до Candida tropicalis. Стосовно Cryptococcus albidus, більшість з культур не призводили до його затримки росту. 
Передпосівна обробка насіння стимуляторами росту використовується з метою підвищення урожайності сільськогосподарських культур. Використання природних стимуляторів мікробного походження в рослинництві є надзвичайно перспективним. Біологічно активні речовини мікробного походження ефективні в дуже малих кількостях та мають високу специфічність дії.

Показано, що із збільшенням розведення культуральної рідини зростав стимулюючий ефект її на рослини. Достовірно стимулюючий ефект мала культуральна рідина в розведенні 1:1000 на довжину коренів 5 музейних штамів: Bacillus subtilis  74, 75, 77, Bacillus subtilis var. niger 83, Bacillus pumilis 85-Н (рис.1).
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Рис.1 Вплив культуральної рідини штамів бактерій роду Bacillus в розведенні 1:1000 на довжину кореня редису сорту «Французький сніданок.
к1 – вплив води на довжину кореня редису;

к2 – вплив поживного середовища на довжину кореня редису;
* – p>0,1; ** – p<0,05; *** – p<0,01.
Найбільший стимулюючий ефект показали метаболіти штамів Bacillus subtilis  74 і 77. Так, довжина коренів достовірно перевищувала контрольне значення на 28% при обробці насіння  культуральною рідиною Bacillus subtilis  74 і на 40% при обробці насіння Bacillus subtilis  77 (розведення 1:1000). Маса паростків при обробці насіння культуральною рідиною цих штамів перевищувала контроль на 23%. Відмічено, що метаболіти мікроорганізмів суттєво не впливали на енергію проростання насіння редису.
Таким чином, виявлена антагоністична активність музейних штамів бактерій роду Bacillus до дріжджів роду Candida та практична відсутність проявів антогонізму до бактеріальних тест культур. Показано, що культуральна рідина штамів Bacillus subtilis  74, 75, 77, Bacillus subtilis var. niger 83, Bacillus pumilis 85-Н  в розведенні 1: 1000 стимулювала ріст кореневої системи редису, збільшуючи його до 40%, та масу до 23%. 
Література:
1. Василевська І. О., Рой А. О. Розповсюдження, біологічні властивості та народногосподарське значення бактерій групи Bacillus subtilis-mesentericus // Мікробіол. журн.,  1974, 36, № 3. - С. 367-377.
2. Godic Torcar K., Matijasic B.B. Partial characterisation of Bacteriocins produced by Bacillus cereus isolates from milk and milk products // Food Techhol. and Biotecchol.—2003.— Vol. 41, N 2.— P. 121—129. 
3. Осипова И.Г., Михайлова Н.А., Сорокулова И.Б. Споровые пробиотики // Микробиология. – 2002. – № 3. – С. 113-119. 
4. Патогены насекомых: структурные и функциональные аспекты // Под ред. Глупова В. В. – М.: Круглый год. - 2001. – 716 c.
5. Рева О. Н., Полтавский А. Н. Использование полимеразной цепной реакции для идентификации штаммов эндофитного экотипа Bacillus amyloliquefaciens // Мікробіологічний журн., – 2005. – 67, № 4., С. 14 – 20.)
6. Рой А. А., Рева О. Н., Смирнов В. В., Курдиш И.К. Биологические свойства фосфатмобилизирующего штамма Bacillus subtilis ИМВ В-7023 // Прикладная биохимия и микробиология. – 2004. – 40. № 5. – С. 551–557.
7. Церковняк Л. С., Курдиш И. К. Bacillus subtilis ИМВ В-7023 – перспективный продуцент БАВ для растениеводства // Міжнародна наукова конференція «Мікробні біотехнології»: Тези доповідей. 11, 2006, Одеса: Астропринт, 2006. – С.104.
8. Деклараційний Патент України. 2003. МПК С 05F 11/08 C 12N 1/20 Штам бактерій Bacillus subtilis для одержання бактеріального добрива для рослинництва / Курдиш І.К., Рой А.О., Україна. Заявл. 22.05.2002. Опубл. 17.03.2003. Бюл. № 3.
9. Курдиш І. К., Рой А. О., Булавенко Л. В. та ін. Фосфатмобілізуючі бактерії як компоненти гранульованих мікробних препаратів комплексної дії // Сільськогосподарська мікробіологія: Міжвід. темат. наук. зб. — Чернігів, 2005. — Вип. 1-2. — С. 68-76.
10. Лапа С. В., Житкевич Н. В., Жмурко Л. Г.  Ефективність використання Bacillus amyloliguefaciens та Bacillus subtilis для захисту сої від бактеріальних хвороб // Сільськогосподарська мікробіологія: Міжвід. темат. наук. зб. — Чернігів, 2006. — Вип. 4. — С. 137-146.
11. Радченко О.С ,Степура Л.Г.,Домбровська І.В.,Фуртат І.В.,Михальський Л.О Практикум із загальної мікробіології //Навчальний посібник, Київ: Фітосоціоцентр.-2011.- 110с.
12. Радченко О.С Фізіолого-біохімічні властивості мікроорганізмів та методи їх визначення.  Hавчальний посібник Київ: ТОВ «Аграр Медіа Груп».- 2012.- 212 с.
13. Feignier C, Besson F, and Michel G  Studies on lipopeptide biosynthesis by Bacillus subtilis: isolation and characterization of iturin-, surfactin + mutants// FEMS Microbiol Lett.- 1995,  127.- Р.11-15.
14. Домбровска І.В Вивчення чутливості та резистентності бактерій до антибіотиків та біоцидів . Навчальний посібник.- 2013.-94с.
15. Бурова Ю.А., Ибрагимова С.А., Ревин В.К.,Действие культуральной жидкости бактерии Pseudomonas aureofaciens на развитие семян пшеницы и фитопатогенных грибов // Известия Тульского государственного университета.-2012, №3, С198-206.

16. Kim K, Jung SY, Lee DK, Jung JK, Park JK, Kim DK, and Lee CH Supression of inflammatory esponses by surfactin, a selective inhibitor of platelet cytosolic phopholipase A2. //Biochem Pharmacol. – 1998, 55 -Р. 975-985.

17. Hwang MH, Lim JH, Yun HI, Rhee MH, Cho JY, Hsu WH,and Park SC Surfactin C inhibits the lipopolysaccharide-induced transcription of interleukin-1 and inducible nitric oxide synthase and nitric oxide production in murine RAW 264.7 cells. //Biotechol Lett. – 2005, 27, - Р.1605-1608.

Науковий керівник: 
кандидат біологічних наук Степура Лариса Григорівна.
