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Оптимизация микробиологического состава биопрепарата при 
выращивании лядвенца рогатого (Lotus corniculatus L.)
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Исследовали эффективность предпосевной обработки семян лядвенца рогатого (Lotus corniculatus L.) моно- и 
поликомпонентными ассоциациями на основе клубеньковых бактерий (КБ) Rhizobium loti 1801, цианобактерии 
(ЦБ) Fischerella muscicola 300 и актинобактерии (АБ) Streptomyces hygroscopicus А4. При оценке эффективности 
инокуляции проводили определение ксеромассы надземной части растений, интенсивность образования клубеньков 
на корнях (степень нодуляции) и состояние ризосферной микрофлоры. Показано, что наиболее перспективными 
биологическими агентами для создания комплексного препарата, предназначенного для увеличения урожайности 
лядвенца рогатого, являются бинарные ассоциации Rh. loti 1801+ F. muscicola 300, Rh. loti + S. hygroscopicus А4 
и тройная Rh. loti 1801+ F. muscicola 300 + S. hygroscopicus А4. В этих же вариантах отмечается максимальное 
количество клубеньков на корнях. Установлено, что интродукция микроорганизмов, попадающих в почву с семенами 
лядвенца, стимулировала развитие аммонифицирующих бактерий.
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Optimization of the microbiological composition 
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In a field experiment the effectiveness of presowing treatment of seeds of Lotus corniculatus by mono- and mul-
ticomponent microbial associations has been investigated. The associations were based on the nodule bacteria (NB) 
of Rhizobium loti, cyanobacteria (CB) Fischerella muscicola and actinobacteria (AB) Streptomyces hygroscopicus A4. 
Evaluation of effectiveness was carried out by the analysis of morphometric parameters of the aerial part and the plants 
biomass, as well as the intensity of the tubercles formation. The results obtained during two years of studying the effect 
of different microbes-introducents on the formation of the crop of Lotus corniculatus undoubtedly showed that the most 
effective option was the treatment of seeds with a three-component association based on KB, CB and AB. The biomass 
yield in this variant, both in the first year and in the second year of vegetation, was higher by 80.0% compared with the 
control, while the nodulation intensity was also higher by 37.6% in the variant with three-component bacterization of 
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seeds. The results of quantitative accounting of microorganisms showed that certain changes occur in the composition 
of microbial complexes. Thus, in some variants, sharp fluctuations in the number of ammonifiers and actinomycetes 
are noted. Least of all microbial introduction affected the number of nitrogen fixers. All these changes can be caused by 
the influence of introduced microbes on the native microflora, and are probably associated with the volumes of isolated 
root exometabolites, which, in turn, are affected by the species composition of inoculant microbes. It is shown that the 
introduction of microorganisms into the soil with seeds stimulates the development of agronomically useful native soil 
microbiota. CB and AB can be attributed to the set of promising biological agents for the creation of a complex prepara-
tion designed to increase the productivity and yield of Lotus corniculatus.

Keywords: Lotus corniculatus, microbial associations, seed inoculation, rhizosphere microflora.

Использование биопрепаратов на основе 
микроорганизмов различных систематических 
групп, в той или иной степени влияющих на 
плодородие почвы и урожайность культур, 
стало неотъемлемой частью современного 
сельского хозяйства. Однако применение био-
препаратов имеет ряд ограничений, связан-
ных, например, с отсутствием региональных 
штаммов, конкурентоспособностью штаммов, 
отсутствием подходящего носителя, часто воз-
никающими мутациями, а также репрессивным 
действием абиотических факторов [1]. Основ-
ная биотехнологическая схема получения био-
препаратов предполагает поиск и выделение 
из окружающей среды микробных популяций 
с определёнными функциональными харак-
теристиками, включая азотфиксацию, синтез 
фитогормонов, подавление фитопатогенов и 
вредителей [2]. Оптимизационный подход к 
использованию биопрепаратов предполагает 
переход от использования монокультур к соз-
данию комплексных микробных удобрений. В 
частности, это касается и классического бакте-
риального удобрения на основе клубеньковых 
бактерий (КБ) р. Rhizobium, предназначенного 
для повышения уровня симбиотической азот-
фиксации бобовых культур. При этом важно 
знать, какой будет реакция почвенных ризо-
микробов (Growth Promoting Rhizobacteria) на 
вносимые в почву микроорганизмы, поскольку 
именно микроорганизмы ризосферы во многом 
обеспечивают иммунитет и продуктивность 
высшего растения [3–5]. В идеальном случае 
микробы-интродуценты могут и должны повы-
шать природный функциональный потенциал 
природных сообществ микроорганизмов (МО).

В случае использования бактерий р. Rhizo-
bium ранее нами показана эффективность ис-
пользования двухкомпонентных ассоциаций 
на основе КБ и цианобактерий (ЦБ) для об-
работки семян бобовых. Было обнаружено, что 
под влиянием цианобактериальной обработки 
увеличивается количество клубеньков на 
корнях, эффективность азотфиксации и сти-
мулируется рост растений. Доказано, что при 
микробной интродукции в почве происходят 
определённые изменения количественных по-

казателей и структуры микробных комплексов 
[6–9]. Существуют и другие примеры более 
успешного выживания и функционирования 
бинарных популяций ризобиума с другими 
гетеротрофными бактериями по сравнению  
с его выживаемостью в монокультуре [10].

Поэтому одним из перспективных направ-
лений в разработке эффективных биопрепара-
тов является создание искусственных микроб-
ных ассоциаций, обладающих экологической 
поливалентностью.

Цель данной работы – выявление опти-
мального состава микробных ассоциаций, 
предназначенных для инокуляции семян при 
выращивании лядвенца рогатого.

Объекты и методы

Объектом исследования служил лядвенец 
рогатый (Lotus corniculatus L.) сорта Солнышко 
[11]. Для оптимизации микробиологического 
состава биопрепарата «Ризоверм», на основе 
КБ Rhizobium loti Jarvis et al., шт. 1801, который 
широко используется при обработке семян бо-
бовых в России, дополнительно использовали 
два вида МО: ЦБ и актинобактерии (АБ). Азот-
фиксирующая Fischerella muscicola (Thur.) 
Gom. шт. 300 выделена из дерново-подзолистой 
почвы в Кировской области, поддерживается  
в альгологически чистом виде в коллекции 
фототрофных микроорганизмов кафедры био-
логии растений, селекции и семеноводства, 
микробиологии Вятской государственной сель-
скохозяйственной академии. Культивирование 
фишереллы показало, что по сравнению с дру-
гими видами азотфиксирующих ЦБ, имеющи-
мися в коллекции кафедры и используемыми 
в биотехнологических целях, этот вид имеет 
более высокую степень нарастания биомассы 
с длительным нахождением в активном со-
стоянии. Проведённые тестовые испытания  
F. muscicola на культурах фитопатогенных гри-
бов рода Fusarium выявили высокую степень её 
антагонистической активности [12].

Культура АБ Streptomyces hygroscopicus 
A4 из рабочей коллекции лаборатории био-4 из рабочей коллекции лаборатории био-
технологии растений и микроорганизмов 
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Федерального аграрного научного центра 
Северо-Востока им. Н. В. Рудницкого любезно 
предоставлена И. Г. Широких. По литера-
турным данным, этот штамм АБ проявляет 
антагонистическую активность в отношении 
возбудителей наиболее вредоносных грибных 
заболеваний зерновых культур [13].

В полевом опыте посев скарифициро-
ванных инокулированных семян лядвенца 
проводился на микроделянки площадью  
1 м2 в 3-х кратной повторности в 2017 г. Поч-
ва дерново-подзолистая, среднесуглинистая, 
pH

KCl
 4,3–4,4; P

2
O

5
 169–179 мг/кг; K

2
O 144–

154 мг/кг; гумус 2,27% [7, 14].
Размещение опытных и контрольных де-

лянок рендомизированное. Варианты опыта: 
1) контроль – без инокуляции; в опытных 
вариантах предпосевную инокуляцию семян 
проводили следующими культурами и их ассо-
циациями МО: 2) Rhizobium loti; 3) Fischerella 
muscicola; 4) Streptomyces hygroscopicus А4; 
5) F. muscicola + S. hygroscopicus А4; 6) Rh. loti + 
F. muscicola; 7) Rh. loti + S. hygroscopicus А4; 
8) Rh. loti + F. muscicola + S. hygroscopicus А4.

Приведены результаты урожайных дан-
ных лядвенца и состояния микробных ком-
плексов почвы второго года пользования. Для 
характеристики состояния возделываемой 
культуры в течение вегетационного сезона 
2018 г. проводили два укоса. Определение 
сухой массы надземной части с 1м2 и объёма 

корневой системы проводили по общеприня-
тым методикам [15], кроме того, подсчитывали 
количество клубеньков на корнях десяти рас-
тений во всех вариантах опыта.

В первый и второй год вегетации лядвенца 
отбирали образцы ризосферной почвы для 
микробиологического анализа согласно мето-
дике [16]. Количественный учёт ризосферной 
микрофлоры МО проводили методом разве-
дения с дальнейшим посевом на селективные 
питательные среды: бактерии-аммонификато-
ры – на мясопептонный агар (МПА), азотфик-
саторы – на среде Эшби, микромицеты – на 
среде Чапека.

Статистическую обработку результатов 
проводили с использованием программы 
STATISTICA.

Результаты и обсуждение

Первый укос лядвенца второго года пользо-
вания проведён в фазу цветения, второй укос –  
в фазу созревания семян. При определении 
ксеромассы надземной части лядвенца первого 
укоса, установлено, что этот показатель был 
выше во всех опытных вариантах, по сравне-
нию с контролем. Максимальной величины 
достигает урожай сухой массы при обработке 
семян двойными ассоциациями (Rh. loti+ 
F. muscicola) – на 83,3%; (Rh. loti + S. hyg-
roscopicus А4) – на 60% и тройной смесью 

Рис. 1. Влияние предпосевной бактеризации семян на урожай сухой массы лядвенца рогатого второго 
года пользования. Варианты опыта: 1) контроль – без бактеризации; 2) Rhizobium loti; 3) Fischerella 
muscicola; 4) Streptomyces hygroscopicus А4; 5) F. muscicola + S. hygroscopicus А4; 6) Rh. loti + F. musci-

cola; 7) Rh. loti + S. hygroscopicus А4; 8) Rh. loti + F. muscicola + S. hygroscopicus А4
Fig. 1. Influence of presowing bacterization of seeds on the yield of dry weight of Lotus corniculatus 

on the second year of use. The variants of the experiment: 1) control – without bacterization; 2) Rhizobium 
loti; 3) Fischerella muscicola; 4) Streptomyces hygroscopicus А4; 5) F. muscicola + S. hygroscopicus А4; 

6) Rh. loti + F. muscicola; 7) Rh. loti + S. hygroscopicus А4; 8) Rh. loti + F. muscicola + S. hygroscopicus А4
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(Rh. loti + F. muscicola + S. hudroscopicus А4) – 
на 80,0%. Показатели надземной фитомассы 
второго укоса также были выше контроля во 
всех вариантах (рис. 1).

По результатам двух укосов максималь-
ная урожайность была в вариантах, где  
Rh. loti использован в бинарных и трой-
ной ассоциациях (рис. 1; варианты 6, 7, 8),  
в которых значения урожайности превышали 
контрольные на 95,3; 86,5 и 117,0% соответ-
ственно.

На формирование надземной части бо-
бовых растений, несомненно, оказывает 
влияние объём корневой системы, количество 
и жизнеспособность клубеньков, поэтому  
в стадии цветения лядвенца определяли ин-
тенсивность нодуляции во всех вариантах 
(рис. 2).

Использование двойных и тройной бак-
териальных смесей при предпосевной иноку-
ляции семян приводит к повышению показа-
телей объёма корневой системы и количества 

Рис. 2. Влияние предпосевной бактеризации семян на количество клубеньков на корнях 
и объём корневой системы лядвенца рогатого. Варианты опыта такие же, как на рисунке 1

Fig. 2. Influence of presowing bacterization of seeds on the number of nodules on the roots 
and the volume of the root system of the Lotus corniculatus. Experience options same, as in figure 1

Рис. 3. Влияние предпосевной бактеризации семян на численность аммонификаторов 
в ризосфере лядвенца рогатого. Варианты опыта такие же, как на рисунке 1

Fig. 3. Influence of presowing seeds bacterization on the number of ammonifiers in the rhizosphere
 of Lotus corniculatus. Experience options same, as in figure 1
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клубеньков в среднем на один корень на 64,5% 
и 81,5% соответственно. Самой эффективной 
среди всех изучаемых инокулянтов оказалась 
тройная смесь (Rh. loti + F. muscicola + S. hy-. loti + F. muscicola + S. hy-loti + F. muscicola + S. hy- + F. muscicola + S. hy-F. muscicola + S. hy-. muscicola + S. hy-muscicola + S. hy- + S. hy-S. hy-. hy-hy-
groscopicus А4). В этом варианте количество 
клубеньков и объём корневой системы превы-
шали соответствующие показатели в контроле 
на 281,5 и 164,5% соответственно.

Результаты количественного учёта ризос-
ферной микрофлоры показывают, что в 2018 г.  
стимулирующее влияние интродуцентов на 
бактерии-аммонификаторы существенно 
ниже, чем в 2017 г. (рис. 3).

В то же время, по сравнению с контролем 
численность этой группы МО в нескольких 
вариантах превышает контрольные пока-

затели (F. muscicola + S. hygroscopicus А4, 
Rh. loti + F. muscicola и Rh. loti + F. muscicola + 
S. hygroscopicus А4). При этом практически 
одинаковые показатели в течение двух лет на-
блюдали в вариантах с обработкой бинарной 
(F. muscicola + S. hygroscopicus А4) и тройной 
ассоциациями (Rh. loti + F. muscicola + S. hy-. loti + F. muscicola + S. hy-loti + F. muscicola + S. hy- + F. muscicola + S. hy-F. muscicola + S. hy-. muscicola + S. hy-muscicola + S. hy- + S. hy-S. hy-. hy-hy-
groscopicus А4).

Стимулирующий эффект микробной ин-
тродукции на численность азотфиксаторов  
в 2017 г. фактически проявился только в одном 
варианте Rh. loti+ S. hygroscopicus А4, где этот 
показатель был в 1,4 раза выше по сравнению 
с контролем. В 2018 г. во всех вариантах отме-
чено снижение численности азотфиксаторов 
(рис. 4).

Рис. 4. Влияние предпосевной бактеризации семян на численность азотфиксаторов
 в ризосфере лядвенца рогатого. Варианты опыта такие же, как на рисунке 1

Fig. 4. Influence of presowing seeds bacterization on the number of nitrogen fixers
 in the rhizosphere of Lotus corniculatus. Experience options same, as in Figure 1

Рис. 5. Влияние предпосевной бактеризации семян на численность грибов
в ризосфере лядвенца рогатого. Варианты опыта такие же, как на рисунке 1

Fig. 5. Influence of presowing seeds bacterization on the number of nitrogen fixers
 in the rhizosphere of Lotus corniculatus. Experience options are the same as in Figure 1
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Фактическое снижение численности гри-
бов зафиксировано почти во всех вариантах 
во второй год после микробной интродукции 
в почву (рис. 5).

Помимо численности отдельных физио-
логических групп МО, для характеристики 
биологической активности почвы иногда 
используют показатель общей численности 
микроорганизмов (ОЧМ). Дополнительное 
поступление различных групп МО в почву, 
связанное с инокуляцией семян, даже во 
второй год пользования в определённой 
степени стимулирует размножение изучаемых 
групп ризосферных МО. Максимальные 
показатели ОЧМ характерны для вариантов 
с бинарными смесями F. muscicola + S. hygro-. muscicola + S. hygro-muscicola + S. hygro- S. hygro-S. hygro-. hygro-hygro-
scopicus А4, Rh. loti + F.muscicola и в варианте 
с тройной ассоциацией Rh. loti + F. muscicola + 
S. hygroscopicus А4, в которых данный пока-
затель превышает контрольную величину на 
158,2; 158,2; 154,2% соответственно (табл. 1).

Анализ структуры исследуемых микроб-
ных комплексов показывает, что доминирую-
щим компонентом во всех вариантах являются 
аммонификаторы, доля которых колеблется от 
52,0 до 82,2% (табл. 2).

Второй по значимости группой микро-
организмов являются азотфиксаторы, доля 
которых в структуре микробных комплексов 
колеблется от 11,2 до 33,7%. В качестве минор-
ного компонента во всех вариантах выступают 
микромицеты, у которых доля участия в вари-
анте с Rh. loti всего лишь 6,6%.

Заключение

Таким образом, результаты исследований 
по влиянию одинарных, бинарных и тройной 
ассоциаций микробов-интродуцентов на фор-
мирование урожая лядвенца рогатого несо-
мненно показывают, что наиболее перспектив-
ными биологическими агентами для создания 

Таблица 1 / Table 1
Общая численность микроорганизмов в ризосферной почве 

Total number of microorganisms in rhizosphere soil

Вариант
Option

Численность микроорганизмов
Number of microorganisms

КОЕ/г•103

Colony-forming 
units/g•103

+/- по отношению к 
контролю, %

+/- relative to control, %
1. Контроль – без бактеризации
Control – without bacterization

140,3±22,8 100,0

2. Rhizobium loti 125,1±10,3 -10,8 
3. Fischerella muscicola 201,9±17,7 +43,9
4. Streptomyces hygroscopicus 188,5±13,7 +34,3
5. F. muscicola + S. hygroscopicus 362,3±33,2 +158,2
6. Rh. loti + F. muscicola 362,3±38,5 +158,2
7. Rh. loti + S. hygroscopicus 221,1±23,5 +57,5
8. Rh. loti + F. muscicola + S. hygroscopicus 356,7±43,8 +154,2

Таблица 2 / Table 2
Структура микробных комплексов (%) / Structure of microbial complexes (%)

Вариант
Option

Аммонификаторы 
Ammonifiers

Азотфиксаторы 
Nitrogen fixers

Грибы
Fungi

1. Контроль – без бактеризации
Control – without bacterization

60,3 26,6 13,1

2. Rhizobium loti 82,2 11,2 6,6
3. Fischerella muscicola 61,6 26,1 12,3
4. Streptomyces hygroscopicus 61,2 23,7 15,1
5. F. muscicola + S. hygroscopicus 52,0 33,7 15,5
6. Rh. loti + F. muscicola 55,6 28,3 16,1
7. Rh. loti + S. hygroscopicus 61,4 28,0 10,6
8. Rh. loti + F. muscicola + S. hygroscopicus 61,2 26,3 12,5
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комплексного препарата, предназначенного 
для увеличения урожайности лядвенца рога-
того, являются бинарные ассоциации Rh. loti + 
F. muscicola, Rh. loti + S. hygroscopicus А4 
и тройная Rh. loti + F. muscicola + S. hygroscopicus 
А4. В этих же вариантах отмечается макси-
мальное количество клубеньков на корнях.

Предпосевная инокуляция семян штамма-
ми микроорганизмов, изначально выделенных 
из почв Кировской области, S. hygroscopicus 
А4 и F. muscicola, при внесении их в почву 
фактически является не интродукцией, а ре- 
интродукцией и не ингибирует развитие по-
лезной аборигенной микрофлоры.

Работа выполнена в рамках государствен-
ного задания Института биологии Коми НЦ 
УрО РАН по теме «Оценка и прогноз отсрочен-
ного техногенного воздействия на природные 
и трансформированные экосистемы подзоны 
южной тайги» № 0414-2018-0003.
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