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КИНЕТИЧЕСКИЕ ПАРАМЕТРЫ РОСТА БАКТЕРИЙ, 
АССОЦИИРОВАННЫХ С ПОДЗЕМНЫМИ ОРГАНАМИ 

DACTYLORHIZA MACULATA (L.) SOO (ORCHIDACEAE) 
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Впервые изучены кинетические параметры периодического роста четырех штаммов ассоциативных 
бактерий р. Bacillus, выделенных из подземных органов Dactylorhiza maculata (L.) Soo, представителя се-
мейства Orchidaceae умеренного климата, с целью определения времени синтеза вторичных метаболитов. 
При выращивании бактерий в жидких культурах по изменению оптической плотности суспензии при 590 нм 
были установлены такие параметры периодического роста, как длительность фазы роста, удельная скорость 
роста и время генерации, максимальный выход биомассы. Показано, что все культуры растут с различной 
скоростью и имеют специфические кривые роста, иногда не имеющие стационарной фазы. Проведено срав-
нение с кривыми роста бактерий того же рода, ассоциированных с тропическими видами сем. Orchidaceae. 
Предложено вероятное время синтеза вторичных метаболитов изученными микроорганизмами.
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THE GROWTH KINETIC PARAMETERS OF THE BACTERIA, 
ASSOCIATED WITH UNDERGROUND ORGANS OF THE DACTYLORHIZA 
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For the fi rst time the kinetic parameters of periodic growth of four strains associated bacteria of the genus 
Bacillus which are isolated from the underground organs of Dactylorhiza maculata, the representative of family 
Orchidaceae inhabiting temperate climate region, are studied for the purpose to defi ne the secondary metabolites 
synthesis time. At cultivation of bacteria in liquid cultures according with change of suspension optical density 
at 590 nanometers such parameters of periodic growth as duration of a growth phase, specifi c growth rate and 
generation time, the maximum exit of a biomass have been established. It was shown that all cultures grow with 
various rate and have the specifi c curves of growth which sometimes don’t have a stationary phase. Comparison with 
growth curves of the same genus bacteria associated with tropical species Orchidaceae these is spent. Probable time 
of synthesis of secondary metabolites is defi ned for the studied microorganisms.
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Рост и развитие растений семейства 
Orchidaceae во многом обусловлены их вза-
имодействием с микроорганизмами. Ос-
новой существования орхидных является 
симбиоз с микромицетами, изучению меха-
низмов которого посвящено значительное 
количество работ [5, 8, 9]. Кроме того, были 
обнаружены бактерии, ассоциированные 
с оранжерейными и дикорастущими тропи-
ческими видами орхидных [3, 7, 9], а также 
некоторыми их представителями умеренно-
го климата [4]. Известно, что бактерии, изо-
лированные с поверхности и из внутренних 
тканей различных видов культурных и ди-
корастущих растений, играют важную роль 
в их жизнедеятельности [6]. Они продуци-
руют вторичные метаболиты – регуляторы 
роста, пигменты, а также антибиотики, за-
щищающие растения от фитопатогенных 
микроорганизмов прямо или косвенно – за 
счет индукции синтеза фитоалексинов [5, 
6]. В единичных исследованиях показано, 
что ассоциативные прокариоты тропиче-
ских орхидных продуцируют фитогормо-
ны, стимулируют формирование микоризы 

и прорастание семян [3, 7, 9]. Однако меха-
низмы взаимодействия орхидных, особенно 
видов умеренного климата, с ассоциатив-
ными прокариотами остаются практически 
неизученными. Важным аспектом таких ис-
следований в условиях in vitro являются осо-
бенности роста бактерий. Экспериментально 
показано, что синтез бактериями вторичных 
метаболитов в жидкой культуре происходит 
в конце экспоненциальной и в течение ста-
ционарной фазы роста [2, 4, 5, 6]. 

Целью работы являлось изучение па-
раметров периодического роста жидких 
культур бактерий, выделенных из подзем-
ных органов Dactylorhiza maculata (L.) Soo 
(Orchidaceae), для определения времени ини-
циации синтеза вторичных метаболитов.

Материалы и методы исследования
Объектами исследования являлись четыре штам-

ма грамположительных спорообразующих бактерий 
р. Bacillus – M, S5, U и E3. Они отобраны из числа 
26 культур, выделенных с помощью питательных 
сред из внутренних тканей подземных органов (при-
даточных корней и окончаний стеблекорневых ту-
бероидов) D. maculata [4]. Это достаточно широко 
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распространенный на территории средней России 
представитель семейства Orchidaceae – многолетнее 
травянистое растение, у которого запасающим орга-
ном служит стеблекорневой тубероид [8].

Параметры периодического роста микроорганиз-
мов изучали, пересевая чистые культуры в жидкую 
среду Чапека следующего состава (г/л): NaNO3 – 
2,0; K2HPO4 – 1,0; MgSO4∙7H2O – 0,5; KCl – 0,5; 
FeSO4∙7H2O – 0,1; D,L-триптофан – 0,2; дрожжевой экс-
тракт – 0,5; глюкоза – 20, рекомендованную Е.А. Цавке-
ловой с соавт. [3, 7]. Культуру бактерий предварительно 
выращивали на поверхности мясо-пептонного агара, 
разбавленного в 2 раза, с добавлением 0,5 г/л дрожже-
вого экстракта в течение 7 сут. Биомассу микроорга-
низмов вносили в колбу с 100 мл среды Чапека мето-
дом смыва. Жидкую культуру инкубировали в течение 
двух суток. Затем 10 мл суспензии вносили в колбу 
с пробоотборником, заполненную 115 мл среды Чапе-
ка, и инкубировали в течение 9 сут. Культивирование 
осуществляли в периодическом режиме при комнатной 
температуре в условиях принудительной аэрации (на 
качалке Elpan-357, Польша, 120 об/мин). В динамике 
периодического роста определяли биомассу по показа-
телю оптической плотности (ОП) суспензии при 590 нм 
(фотоэлектроколориметр КФК-2УХЛ-42, кювета с рас-
стоянием 1 см). По полученным данным, строили ки-
нетические кривые роста бактерий в полулогарифми-
ческих координатах. Параметры периодического роста 
жидких культур (фазы роста, удельную скорость рос-
та – μ, время генерации – g) определяли согласно суще-
ствующим рекомендациям [1].

Результаты исследования 
и их обсуждение

Результаты кинетических исследований, 
представленные на рисунке, показывают, что 
каждая из четырех культур бактерий облада-
ет специфической кривой роста. Тем не ме-
нее характер графиков роста штаммов M и S5 
обладает некоторым сходством (рисунок а). 
Обе культуры растут в два этапа, причем на 
каждом их удельная скорость существенно 
не различается. Стационарная фаза не выра-
жена: сразу после максимального значения 
биомассы наблюдается ее снижение. 

Культура M растет в течение 4-х суток, 
при этом ОП увеличивается от 0,84 в мо-
мент посева до своего максимального зна-
чения – 8,32 ед. Удельная скорость роста 
бактерий меняется в 2 этапа (таблица): в те-
чение первых суток μ = 0,3 сут–1, а со вто-
рых по четвертые удельная скорость роста 
увеличивается более чем в 2 раза. Культура 
S5 растет в течение 6 суток, при этом ОП 
увеличивается в 4 раза: от 0,74 в момент 
посева до своего максимального значения – 
3,36 ед. Рост культуры также происходит 
в 2 этапа и сопровождается снижением 
удельной скорости роста. В первые сутки 
ее значение составляет 0,61 сут–1, а в после-
дующие пять снижается более чем в 3 раза. 
Таким образом, после первых суток штамм 
M растет с ускорением, а S5 – с замедлени-
ем. Отмирание первой культуры наблюда-
ется на 5 сутки, второй – на 7 сутки роста. 

При этом обе кривые носят колебательный 
характер, что, по-видимому, объясняется 
частичным автолизом клеток в популяции, 
который предоставляет дополнительный 
питательный субстрат для бактерий [1].

а

б
Кинетические кривые роста спорообразующих 
бактерий штаммов M, S5 (а), U и E3 (б), 

выделенных из подземных органов D. maculata: 
ln (единицы ОП∙100)/время, сут); 
ОП – оптическая плотность

Кинетические кривые периодических 
культур штаммов U и E3 (рисунок б) отли-
чаются от кривых роста штаммов M и S5 
наличием стационарной фазы. Рост жидкой 
культуры штамма U происходил в течение 
трех суток с понижением удельной скоро-
сти роста в течение каждых суток в 2,6 раза 
(см. таблицу). При этом ОП суспензии воз-
растает с 0,03 в момент посева до 13,11 ед. 
на 3  сутки и далее стабилизируется на уров-
не максимального значения. Фаза роста пе-
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риодической культуры штамма E3 (см. рису-
нок б) – самая короткая и составляет одни 
сутки. Увеличение биомассы происходит 
с удельной скоростью 1,1 сут–1. Оптическая 
плотность суспензии за это время повыша-
ется в 3 раза: с 0,07 до 0,21 ед. Значение био-
массы штамма E3, стабилизируясь на этом 
уровне, меньше в 64 раза по сравнению с ана-
логичным показателем штамма U. Обобщая 
полученные результаты, можно отметить, что 

штаммы U и E3 являются быстрорастущими 
(среднее время генерации составляет 0,6 сут) 
по сравнению с культурами M (gсред = 1,3 сут) 
и S5 (gсред = 3,1 сут). Штамм U отличается 
максимальным выходом биомассы, а E3 – 
минимальным. Тем не менее именно кривая 
периодического роста штамма E3 сходна 
с таковой бактерий р. Bacillus, выделенных 
с субстратных корней тропического вида 
Dendrobium moschatum [3].

Характеристика периодического роста жидких культур бактерий р. Bacillus, 
ассоциированных с D. maculata

Параметры 
роста*

Этапы роста культуры, сут
M S5 U E3

0–1 1–4 0–1 1–6 0–1 1–2 2–3 0–1
μсред, сут

–1 0,30 0,67 0,61 0,18 4,10 1,56 0,60 1,10
g, сут 2,3 1,0 1,2 3,5 0,2 0,4 1,2 0,6

П р и м е ч а н и е . *μ – удельная скорость роста, g – время генерации.

Заключение
Бактерии каждого из четырех штаммов 

р. Bacillus – M, S5, U и E3, ассоциирован-
ные с подземными органами D. maculata 
(Orchidaceae), обладают специфическими 
показателями периодического роста: дли-
тельностью фазы роста, наличием стацио-
нарной фазы, а также значениями удельной 
скорости роста, времени генерации и выхо-
да биомассы. Кривые периодического роста 
бактерий р. Bacillus могут иметь некласси-
ческий вид из-за смешанного типа их мета-
болизма – возможности перехода с дыхания 
на брожение. Характер роста изученных 
культур существенно различается, что не 
позволяет дать однозначные рекомендации 
по выбору временных пределов для опреде-
ления продукции ими вторичных метаболи-
тов. Наиболее вероятно обнаружение биоло-
гически активных веществ в периодической 
культуре штамма E3 после первых, штам-
мов M и U – после третьих, штамма S5 – 
после пятых суток роста.
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