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В данной работе исследовалась способность почвенных ризобактерий, ассоциированных с куль-
турными сельскохозяйственными растениями, образовывать биопленку in vitro.  
Цель работы – исследовать активность формирования биопленки корневой системы Lycopersicon 
esculentum Mill. ризобактериальными штаммами Pseudomonas pseudoalcaligenes в зависимости 
от фазы вегетации растения. 
Материалы и методы. В каждую фазу вегетации исследуемого растения были отобраны по  
50 корневых смывов, в которых изучали видовой и количественный составы, определяли домини-
рующие штаммы ризобактерий. Далее производили моделирование образования биопленки ризо-
бактериальными штаммами на чашках Петри с последующей их окраской кристаллическим 
фиолетовым и иммерсионной микроскопией. Исследование активности формирования биопленки 
производили статическим методом с использованием 96-луночных планшетов, в которых инку-
бировали ризобактерии, после чего полученные биопленки окрашивали генцианвиолетом. Резуль-
таты интерпретировали по интенсивности окрашивания спектрофотометрически. 
Результаты. В ходе работы было отмечено, что штаммы P. Pseudoalcaligenes, отобранные в фа-
зы всходов, бутонизации, цветения и плодоношения растения, обладали способностью к биоплен-
когенезу. Также наблюдалось изменение активности формирования биопленки ризобактериаль-
ными штаммами в процессе вегетации растения. Штаммы ризобактерий, отобранные в фазу 
всходов, отличались средней активностью формирования биопленки по сравнению со штаммами 
почвенных микроорганизмов, отобранных в фазы бутонизации, плодоношения и цветения.  
Заключение. Полученные результаты исследования могут стать основой для разработки новых 
методов ростостимулирования растений, а также борьбы с фитопатогенами с помощью био-
пленкообразующих ризобактерий рода Pseudomonas. 
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Введение. В настоящее время установ-

лена значительная роль ризобактерий в жиз-

недеятельности растений. Изучены разнооб-

разные механизмы действия почвенных мик-

роорганизмов, способствующих стимуляции 

роста растения, устойчивости к стрессовым 

факторам, повышению его продуктивности, а 

также сопротивлению фитопатогенным гриб-

ковым и бактериальным штаммам [1]. 

В последние годы произошла смена кон-

цепции планктонных форм микроорганизмов 

и сформирована общая теория о преоблада-

нии ассоциации микробных сообществ – 

биопленок [2, 3]. Установлено, что 90 % бак- 

 

 

терий живет не в виде свободно существую-

щих клеток – они прикреплены к субстрату. 

Согласно этой теории, бактерии, образуя 

биопленку, прикрепленную к биотическому 

или абиотическому субстрату, характеризу-

ются биологическими свойствами, отличны-

ми от свойств клеток того же штамма, нахо-

дящегося в планктонном состоянии [4, 5].  

Существование бактерий внутри биопле-

нок обеспечивает им ряд преимуществ по 

сравнению с изолированными формами [6, 7]. 

Микроорганизмы в биопленке устойчивы к 

стрессовым факторам окружающей среды, 

известна способность конкурентного выжи- 
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вания при взаимодействии с чужеродной 

флорой [8]. Свободно живущие микроорга-

низмы через свои продукты метаболизма 

вступают в конкурентные взаимодействия 

друг с другом. Бактерии биопленки обладают 

иными характеристиками клеточной поверх-

ности, что является следствием вытеснения 

транзиторной флоры антагонистической ин-

дигенной микрофлорой биопленки [9, 10]. 

Преимущества биопленки позволяют ис-

пользовать их в различных сферах деятель-

ности человека – промышленности, экологии, 

медицине. Известны единичные работы, сви-

детельствующие о способности почвенных 

микроорганизмов колонизировать корневую 

систему растений и образовывать биопленку 

[11], что имеет большое практическое значе-

ние, так как при этом происходит рост сопро-

тивляемости растений к биотическим и абио-

тическим негативным факторам.   

В опубликованных ранее работах мы 

изучали микробиоценоз ризосферы и ризо-

планы прикорневой зоны Lycopersicon escu- 

lentum Mill. [12]. В каждую фазу вегетации 

исследуемого растения было произведено по 

50 корневых смывов, в которых определяли 

качественный состав микроорганизмов и их 

количественные показатели. Во всех фазах 

вегетации Lycopersicon esculentum Mill. до-

минирующим видом являлся P. Pseudo- 

alcaligenes.  

Цель исследования. Изучение активно-

сти формирования биопленки корневой сис-

темы Lycopersicon esculentum Mill. ризобак-

териальными штаммами Pseudomonas pseudo- 

alcaligenes в зависимости от фазы вегетации 

растения. 

Материалы и методы. Штаммы ризо-

бактерий P. pseudoalcaligenes были отобраны 

из прикорневой зоны Lycopersicon esculentum 

Mill. в различные фазы вегетации: всходов, 

бутонизации, цветения и плодоношения.  

Для определения способности ризобак-

териальных штаммов образовывать биоплен-

ку производили ее моделирование в жидкой 

питательной среде в чашках Петри диамет-

ром 35 мм [13]. Полученную биопленку вы-

сушивали и окрашивали 0,4 % генцианвиоле-

том, микроскопировали иммерсионным ме-

тодом при увеличении 100×16. Для получе-

ния снимков биопленки использовали микро-

скоп МИКМЕД-5.  

Оценку активности формирования био-

пленки проводили при помощи статической 

методики с применением 96-луночных пла-

стиковых планшетов [14, 15]. Суспензию бак-

терий вносили в лунки планшета, затем инку-

бировали в оптимальных условиях – при 37 
о
С 

в течение 24 ч. Затем удаляли содержимое лу-

нок, промывали трехкратно фосфатным буфе-

ром, высушивали на воздухе, после чего ок-

рашивали раствором кристаллвиолета. Экспо-

зиция составила 10 мин. Краситель промывали 

фосфатным буфером, затем добавляли 96 % 

этиловый спирт. Об интенсивности биоплен-

кообразования судили по степени окраски эт-

люата, которую измеряли спектрофотометри-

чески (СФ-46 (ЛОМО)) OD630. Для интерпре-

тации результатов активности биопленкооб-

разования использовали критерии, разрабо-

танные S. Stepanovic et al.: при значениях 

OD630 ниже 0,090 полагали, что штаммы не 

обладали способностью к образованию био-

пленки; при 0,090<OD630≤0,180 штаммы об-

ладали слабой способностью к биопленкоге-

незу; при 0,180<OD630≤0,360 – средней; при 

OD630≤0,360 – высокой способностью к обра-

зованию биопленки [16]. 

Полученные в ходе исследований чис-

ленные материалы были обработаны стати-

стически, достоверность различий сравни-

ваемых показателей оценивалась по t-

критерию Стьюдента. Статистическая обра-

ботка данных проводилась с помощью авто-

матизированных программ «Биостатистика» 

и Microsoft Office Excel 2007. 

Результаты и обсуждение. Результаты 

моделирования биопленки в чашках Петри 

показали, что 80 % ризобактериальных штам- 

мов P. pseudoalcaligenes, отобранных в фазу 

всходов, способны к биопленкообразованию, 

в фазу бутонизации такую способность отме-

чали у 82 % штаммов, в фазы цветения и 

плодоношения данный показатель составил 

84 и 86 % соответственно (рис. 1).  
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Рис. 1. Биопленка, образованная P. pseudoalcaligenes  

 
Сравнительное исследование активности 

формирования биопленки P. pseudoalcali- 

genes показало, что ризобактериальные 

штаммы, отобранные в фазу всходов расте-

ния, обладали средней способностью к био-

пленкогенезу, их показатель OD630 составил 

0,21±0,04. Для ризобактерий, отобранных в 

фазу бутонизации, этот показатель увеличил-

ся до 0,39±0,06 (р<0,05), что говорит о высо-

кой активности биопленкогенеза. В фазу 

плодоношения и цветения ризобактериаль-

ные штаммы также отличались высоким по-

казателем активности формирования био-

пленки по сравнению с фазой всходов, их 

OD630 составил 0,37±0,05 и 0,40±0,03 соот-

ветственно (рис. 2). 

 

 

 
 

Рис. 2. Активность биопленкогенеза ризобактериальных штаммов P. pseudoalcaligenes,  

отобранных в различные фазы вегетации Lycopersicon esculentum Mill. 
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Заключение. Таким образом, результаты 

сравнительного исследования показывают, 

что микроорганизмы прикорневой зоны рас-

тений обладают способностью к биопленко-

образованию. Активность формирования 

биопленки увеличивается в ходе развития 

растения, достигая максимальных значений в 

фазу плодоношения (0,40±0,03). 
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This paper examines the ability of soil rhizobacteria associated with cultivated agricultural plants to form 
biofilms in vitro. 
The objective of this study is to examine the activity of biofilm formation of Lycopersicon esculentum 
Mill. root system by Pseudomonas pseudoalcaligenes rhizobacterial strains depending on the phase  
of plant vegetation. 
Materials and Methods. During each phase of the examined plant vegetation 50 root washout samples 
were selected. They were analyzed for species and quantitative composition; dominant strains  
of rhizobacteria were determined. Further modeling of biofilm formation by rhizobacterial strains on Petri 
dishes was carried out. The strains were stained with crystal violet and immersion oils. The biofilm for-
mation activity was examined by a static method using 96-well plates in which the rhizobacteria were in-
cubated. Then, the biofilms obtained were stained with gentian violet. The results were interpreted spec-
trofluorimetrically according to the staining intensity. 
Results. It was found out that strains of P. Pseudoalcaligenes, chosen during germination, budding, flo-
wering and fruiting periods, had the ability to form biofilm. There was also a change in the activity of the 
biofilm formation due to rhizobacterial strain administration during vegetative period. Rhizobacteria 
strains chosen during the germination period were characterized by an average biofilm formation activity, 
in comparison with strains of soil microorganisms chosen in budding, fruiting and flowering periods. 
Conclusion. The obtained results can become a basis for the development of new methods of plant growth 
stimulation. They can also help to control phytopathogens with the help of biofilm forming rhizobacteria 
of the genus Pseudomonas. 
 
Keywords: rhizobacteria, biofilm. 
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