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Ксилотрофные базидиомицеты интересуют 
битехнологов не только в качестве источника цен-
ных пищевых ингредиентов [1, 2], но и как основа 
для получения высокоэффективных лекарствен-
ных препаратов [3]. В течение нескольких деся-
тилетий проводятся перспективные биомедицин-
ские исследования субстанций из ксилотрофных 
грибов – представителей родов Flammulina, Gano
derma, Pleurotus [4, 5]. Необходимость искус-
ственного культивирования P.  ostreatus обуслов-
лена высокой продуктивностью этой культуры, 
обладающей ценными пищевыми свойствами [6]. 
Оптимизация условий роста базидиомицета P. ost-

reatus на жидких средах направлена на разработку 
технологии погруженного культивирования мице-
лия с целью получения не только биомассы кор-
мового и пищевого назначения, но и разнообраз-
ных физиологически активных препаратов [7, 8] и 
биотехнологически ценных продуктов [9]. Погру-
женное культивирование известно как быстрый и 
эффективный метод производства посевного ма-
териала для грибоводства [10, 11]. Использование 
экологически чистых биологических способов 
стимуляции роста мицелия базидиомицетов бу-
дет способствовать улучшению технологии выра-
щивания путем сокращения продолжительности  
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культивирования грибов и одновременного по-
давления роста контаминирующей микрофлоры. 
Ряд этапов искусственного культивирования съе-
добных базидиомицетов проводят в нестерильных 
условиях, что неизбежно сопряжено с загрязнени-
ем культур посторонней микрофлорой. Снизить 
до минимума контаминацию можно за счет вы-
ращивания мицелия базидиомицета совместно со 
стимулирующими рост бактериями.

Известно, что бактерии, вовлеченные в ассо-
циативные и симбиотические отношения с кор-
невой системой растения, могут способствовать 
улучшению его метаболизма и ростовых харак-
теристик. Такие бактерии объединяют в услов-
ную несистематическую группу Plant growth pro-
moting rhizobacteria (PGPR), то есть ризобакте-
рии, способствующие росту растений (см., напр., 
[12, 13]). Бактерии рода Azospirillum – PGPR, гра-
мотрицательные микроаэрофильные бактерии, – 
вступают в ассоциации со многими растениями, 
в том числе из умеренных климатических зон, и 
хорошо известны своими фитостимулирющими 
свойствами (см., напр., [14]). Признана целесо
образность изучения разных аспектов благопри-
ятного воздействия PGPR на микоризные бази-
диомицеты [15, 16]. Не менее обширна группа не 
образующих микоризу высших грибов. Многие 
лекарственные и съедобные базидиомицеты явля-
ются ксилотрофами. Ассоциации ксилотрофных 
базидиомицетов и бактерий изучены несравнимо 
хуже, чем микоризосферные сообщества, и опи-
саны в единичных работах [17, 18]. 

Системное изучение совместного культиви-
рования базидиомицетов с бактериями рода Azo-
spirillum в искусственных условиях в литературе 
не было описано до начала исследований в 
лаборатории микробиологии ИБФРМ РАН 
двойной культуры штаммов Lentinula edodes 
F-249 с Azospirillum brasilense Sp7 [19, 20]. Изуче-
на также роль лектин-углеводного распознавания 
как биоспецифического взаимодействия при со-
вместном твердофазном культивировании A. bra-
silense Sp245 (и ряда мутантных штаммов) с ба-
зидиомицетом Grifola frondosa 0917 [21]. Анализ 
современной научной литературы о совместном 
культивировании ксилотрофных базидиомицетов 
и бактерий свидетельствует о недостаточной раз-
работанности исследований по ростостимулиру-
ющим свойствам разных штаммов азоспирилл в 
отношении съедобных и/или лекарственных выс-
ших грибов; по факторам, стимулирующим пода-
вление контаминантной микрофлоры в двойной 
культуре; по выявлению наиболее эффективных 
штаммов азоспирилл в отношении грибов разных 
систематических групп. 

Цель работы состояла в выявлении возможно-
сти и оптимизации условий совместного погру-
женного культивирования базидиомицетов Flam-
mulina velutipes, Ganoderma lucidum и Pleurotus 
ostreatus с бактериями Azospirillum brasilense и 
оценке действия бактерий на ростовые показате-
ли грибов и плодоношение P. ostreatus.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Объектами исследования служили базидиоми-
цеты Ganoderma lucidum 1315, Flammulina veluti-
pes 0535 (коллекция кафедры микологии и альго-
логии Московского государственного универси-
тета имени М.В. Ломоносова, Москва), Pleurotus 
ostreatus HK352 (ИБФРМ РАН), бактерии А. bra-
silense Sp245 и А. brasilense SR80 (Cпециализи-
рованная научная коллекция ИБФРМ РАН (СМ 
IBPPM); WFCC номер 975, WDCM номер 1021). 
Культуры гриба поддерживали на агаризованном 
пивном сусле (4 градуса по Баллингу) в темноте, 
бактерий – на питательных средах, рекомендуе-
мых СМ IBPPM.

Для выращивания культур использовали сре-
ды следующего состава (г/л воды): 
– сусло пивное (1,2 градуса по Баллингу) [22] 
   (среда I);
– D-глюкоза – 9,0, L-аспарагин – 1,5 [23] (среда II);
– D-глюкоза – 4,5, D-фруктоза – 4,5, L-аспарагин – 
   1,5 (среда III);
– D-глюкоза – 9,0, L-аспарагин – 1,5, KH2PO4 – 1,0,  

     K2HPO4 – 1,0, Na2MoO4∙2 H2O – 0,002; Fe(III)-нит- 
   рилотриацетат (НТА) – 0,03, CaCl2 – 0,02, MgSO4× 

   ×7H2O – 0,2, NaCl – 0,1, NH4Cl – 1,0 (среда IV);
– D-глюкоза – 4,5, D-фруктоза – 4,5, L-аспарагин – 1,5, 
   KH2PO4 – 1,0, K2HPO4 – 1,0, Na2MoO4∙2 H2O – 0,002, 
   Fe(III)-НТА – 0,03, CaCl2 – 0,02, MgSO4∙7H2O – 0,2, 
   NaCl – 0,1, NH4Cl – 1,0 (среда V);
– яблочная кислота – 3,76, дрожжевой экстракт – 0,1, 
   KH2PO4 – 0,4, K2HPO4 – 0,4, Na2MoO4∙2 H2O – 0,002, 
   Fe(III)-НТА – 0,03, CaCl2 – 0,02, MgSO4∙7H2O – 0,2,  
   NaCl – 0,1 [24] (среда VI);
– D-глюкоза – 10, дрожжевой экстракт – 1,0 (среда VII);
– D-глюкоза – 2,5, дрожжевой экстракт – 2,5, пеп- 
   тон – 5,0 (среда VIII);
– D-глюкоза – 5,0, дрожжевой экстракт – 5,0, пеп- 
   тон – 10,0 [25, 26] (среда IX);
– мука пшеничная высшего сорта – 20,0 (среда X).

Плотные среды получали, добавляя в пита-
тельные растворы 1,8–2,0% (m/v) агара.

Опенок зимний (F. velutipes), вешенку устрич-
ную (P. ostreatus) и трутовик лакированный 
(G. lucidum) выращивали погруженным способом 
при температуре 28 ℃ в течение 21 сут в случае  
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монокультур гриба, либо 7 сут до объединения с 
А. brasilense Sp245 или А. brasilense SR80. После 
объединения бактериально-грибные культуры 
выращивали в течение 14 сут. 

В качестве инокулята при посеве гриба ис-
пользовали 14-суточные культуры, выращен-
ные на агаризованном пивном сусле (4 градуса 
по Баллингу). Глубинные посевные бактериаль-
ные культуры выращивали до экспоненциальной 
фазы роста при температуре 30 °С в течение 18 ч 
на модифицированной синтетической среде (VI) 
с pH  7,0. Смешанную культуру на жидких сре-
дах получали, подсевая A. brasilense к погружен-
ной культуре гриба, либо в виде смыва с агаризо-
ванных сред VI или VIII, либо в виде 24-часовой 
культуры на жидкой среде VI.

Скорость роста при глубинном культивирова-
нии определяли в соответствии с рекомендация-
ми [22] по накоплению сухой биомассы в едини-
цу времени в зависимости от продолжительности 
выращивания. Содержимое колб для определения 
сухой биомассы фильтровали через предваритель-
но взвешенные на аналитических весах фильтры, 
высушивали до постоянной массы и вновь взве-
шивали, определяли прирост биомассы по срав-
нению с контрольными образцами данной среды.

Биомассу двойных культур базидиомицетов с 
A. brasilense Sp245 или A. brasilense SR80 опреде-
ляли на жидких химически детерминированных 
средах II, III, IV и V; для сравнения использова-
ли общепринятую для базидиомицетов органиче-
скую среду I. Величина оптичеcкого поглощения 
(при λ = 600 нм) исходной бактериальной суспен-
зии, измеряемая в каждой серии независимых 
экспериментов, составляла около 1,0. Варианты 
опыта условно обозначали А1, А2 и А4 при объ-
еме вносимого в среду инокулята 0,5, 1,0 и 2,0% 
(v/v) соответственно.

Для получения плодовых тел P. ostreatus по-
севной мицелий производился по стандарт-
ной технологии на зерне пшеницы твердых со-
ртов. Зерно выдерживали в горячей (80 °С) воде 
в течение 20 мин, подсушивали, распределяли по 
специальным емкостям с широким горлом, заку-
поривали и подвергали дробному автоклавиро-
ванию при избыточном давлении 1 атм в течение 
30 мин дважды с интервалом 24 ч. Для инокуля-
ции зернового субстрата использовали погружен-
ные монокультуры базидиомицетов или бактери-
ально-грибные культуры, выращенные на среде 
X. В процессе роста через 3, 5, 7, 9 и 14 сут зер-
новой субстрат встряхивали для равномерной ко-
лонизации и визуального выявления загрязнения 
конкурирующей микрофлорой. Культивирование 
проводили при 24–26 ℃ в течение 2 недель.

Субстратом для получения плодовых тел слу-
жила лузга подсолнечника. Выращивание плодо-
вых тел производили в лабораторных условиях 
по стандартной методике на пастеризованном при 
95 °С в течение 4 ч субстрате, инокулированном 
зерновым 14-суточным мицелием в соотношении 
10% от объема субстрата. После 2 недель выра-
щивания в темноте емкости с колонизированной 
лузгой подсолнечника выставляли во влажную 
камеру на свет. Наблюдали за появлением при-
мордиев, вели ежедневное наблюдение за ростом 
плодовых тел. Урожайность оценивали в пересче-
те на 1 кг субстрата [27].

Световую микроскопию образцов культур 
проводили при увеличении ×20 и ×40 на микро-
скопе Leica DM6000B (Leica Microsystems, Гер-
мания) в Центре коллективного пользования на-
учным оборудованием в области физико-химиче-
ской биологии и нанобиотехнологии «Симбиоз» 
ИБФРМ РАН. Для анализа брали по 3 образца, 
возраст двойной культуры составлял 14 сут.

Обработка результатов. Опыты по измерению 
биомассы проводили в 5–10 повторах, все осталь-
ные – в 3 повторах. Для количественной обработки 
данных использовали программу Microsoft Excel 
2003. При статистической обработке полученных 
результатов пользовались методом расчета стан-
дартного отклонения среднего арифметического 
при уровне доверительной вероятности 0,95.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Выбор объектов исследования
Выбор грибных объектов для исследования 

обусловлен ценными свойствами культивируе-
мых базидиомицетов, что в полной мере относит-
ся к опенку зимнему, трутовику лакированному и 
вешенке устричной. Выбор азоспирилл как бак-
териального объекта исследования проводили на 
основе принадлежности к виду, положительно за-
рекомендовавшему себя в проведенных нами ра-
нее исследованиях с базидиомицетом Lentinula 
edodes [28, 29]. Для совместного культивирова-
ния с ксилотрофными базидиомицетами выбра-
ли два штамма: модельный объект изучения эндо-
фитного симбиоза A. brasilense Sp245 и эпифит-
ный штамм A. brasilense SR80 [30].

Ростовые показатели сокультур в зависимости 
от состава среды

Прежде всего необходимо было решить задачу 
экспериментального подтверждения возможно-
сти выращивания двойной бактериально-грибной 



19Биотехнология  2020  Т. 36  № 2

БАКТЕРИИ РОДА Azospirillum В ОПТИМИЗАЦИИ ИСКУССТВЕННОГО КУЛЬТИВИРОВАНИЯ

культуры для изучаемых биологических объектов. 
Подбирая условия совместного культивирования 
базидиомицетов и азоспирилл, использовали как 
описанные в литературе, так и модифицирован-
ные среды, перечисленные выше, предположи-
тельно подходящие для оптимизации получения 
мицелия в погруженной культуре и/или бактери-
альных суспензий.

Судя по количественным характеристикам ро-
стовых процессов культур и данным световой ми-
кроскопии, наиболее благоприятными средами 
для роста и грибных, и бактериальных штаммов 
оказались углеводно-аспарагиновые среды III и 
V, в меньшей степени – среда VII. Среды с дрож-
жевым экстрактом, а именно VIII и в меньшей 
степени IX, подходили для роста культур обоих 
бактериальных штаммов. Модифицированная ма-
латная среда VI была использована для получе-
ния посевных бактериальных суспензий, среда с 
пшеничным отваром X – для получения посевных 
моно- и бинарных культур P. ostreatus на первом 
этапе биотехнологической схемы выращивания 
плодовых тел.

На основе данных световой микроскопии су-
дили о достаточно активном росте азоспирилл на 
тех же средах, на которых мицелий грибов в при-
сутствии этих бактерий также развивался (рис. 1). 

Углеводно-аспарагиновые среды были в раз-
ной степени пригодны для увеличения (в срав-
нении с контрольным вариантом) сухой биомас-
сы в двойных культурах F. velutipes c эндофитным 
штаммом А. brasilense Sp245 и эпифитным штам-
мом А. brasilense SR80 – в последнем случае уда-
лось получить прирост на 3% в одном варианте 
опыта с минимальной исходной плотностью бак-
териальной суспензии (А1) на среде V (рис. 2, ва-
риант V-s2).

Если в составе жидких питательных сред 
источник углерода был представлен только глю-

козой при исключении фруктозы, но суммарное 
содержание углеводов сохранялось (среды II и 
IV), то при выращивании погруженной культуры 
опенка зимнего прослеживалось наиболее выра-
женное снижение накопления мицелиальной био-
массы в бинарных культурах по сравнению с кон-
трольными вариантами опыта (рис. 2, столбцы 
под номерами II, IV).

Рис. 1. Световая микроскопия сокультур Pleurotus ostreatus HK352 и Аzospirillum brasilense SR80 после 14 сут со-
вместного выращивания на углеводно-аспарагиновой среде V в вариантах опыта А1 (a), А2 (b) и А4 (c). 

Fig. 1. Light microscopy of co-cultures of Pleurotus ostreatus HK352 and Аzospirillum brasilense SR80 in 14 days of joint 
growth on the carbohydrate-asparagine medium V at А1 (a), А2 (b) and А4 (c) modes.

Рис. 2. Накопление биомассы погруженными со-
культурами Flammulina velutipes 0535 с Аzospirillum 
brasilense Sp245 или А. brasilense SR80 (s2) в вари-
антах опыта A1 и A2 через 21 сут на среде с пивным 
суслом (1,2 градуса по Баллингу) I и углеводно-ас-
парагиновых средах с Glc (II, IV) или с Glc + Fru 
(III, V). Вариант s2 соответствует A1, если специ-
ально не обозначено.

Fig. 2. Biomass accumulation by submerged co-cul-
tures of Flammulina velutipes 0535 with Аzospirillum 
brasilense Sp245 or А. brasilense SR80 (s2) at A1 and 
A2 modes in 21 days on barley wort medium (1.2 Brix) 
(I) and on the carbohydrate-asparagine media based on 
Glc (II, IV) or Glc+Fru (III, V). s2 mode corresponds 
to the A1, if not specially indicated.
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Эксперимент с выращиванием F. velutipes со-
вместно с А. brasilense Sp245 в оптимальном вари-
анте «A. brasilense Sр245, А1» (рис. 2, III-A1) по-
зволил получить значительное накопление сухой 
биомассы: 235% относительно контроля. Такому 
активному росту смешанной культуры гриба с 
данным штаммом азоспирилл благоприятство-
вала среда III, содержавшая Glc и Fru в массо-
вом соотношении 1:1 и отличавшаяся по составу 
от среды V отсутствием солей. При правильном 
дозировании бактериальной суспензии на среде 
V также наблюдали прирост биомассы мицелия 
опенка зимнего до 24% в сравнении с контролем ‒ 
при той же более низкой плотности посевной су-
спензии А. brasilense Sp245 (рис. 2, V-A1). 

При выращивании глубинных культур G. lu-
cidum, P. ostreatus на среде III различий в накопле-
нии мицелиальной биомассы между контролями 
и сокультурами не выявлено. В ходе микроскопи-
ческого исследования в двойной культуре G.  lu-

cidum и A. brasilense SR80 на среде III к моменту 
наблюдения бактерии практически отсутствова-
ли, зафиксирован и лизис гиф G. lucidum (рис. 3a). 
При культивировании G. lucidum с A.  brasilense 
Sp245 на той же среде III бактериальные клетки 
сохраняли подвижность; в поле светового микро-
скопа был виден мицелий и скопления бактери-
альных клеток вблизи гиф (рис. 3b, c).

В результате микроскопического анализа по-
казано, что на углеводно-аспарагиновой среде с 
добавлением солей (V) в жидких сокультурах азо-
спириллы обоих штаммов подвижны, хотя про-
исходил лизис гиф P. ostreatus (рис. 4a, b). При 
совместном культивировании F. velutipes с А. bra-
silense SR80 на той же среде наблюдался актив-
ный рост грибного мицелия (рис. 4с).

При выращивании G. lucidum совместно с 
А. brasilense Sp245 на среде V в варианте «A. bra-
silense Sр245, А2» увеличение сухой биомассы со-
ставило 15% (рис. 5, GV-A2). Заметный прирост 

Рис. 3. Световая микроскопия сокультур Ganoderma lucidum 1315 с Аzospirillum brasilense SR80 (a) или A. brasilense 
Sp245 (b, c) после 14 сут совместного выращивания на углеводно-аспарагиновой среде III в вариантах опыта А2 (a, 
b) и А4 (c). 

Fig. 3. Light microscopy of co-cultures of Ganoderma lucidum 1315 with Аzospirillum brasilense SR80 (a) or A. brasilense 
Sp245 (b, c) in 14 days of joint growth on the carbohydrate-asparagine medium (III) at А2 (a, b) and А4 (c) modes. 

Рис. 4. Световая микроскопия сокультур Pleurotus ostreatus HK352 с Аzospirillum brasilense Sp245 (a, b) или Flammu-
lina velutipes 0535 с A. brasilense SR80 (c) после 14 сут совместного выращивания на углеводно-аспарагиновой среде 
V в режимах А1 (а, c) и А2 (b).

Fig. 4. Light microscopy of co-cultures of Pleurotus ostreatus HK352 with Аzospirillum Sp245 (a, b) or Flammulina veluti-
pes 0535 with A. brasilense SR80 (c) in 14 days of joint growth in the carbohydrate-asparagine medium (V) at А1 (а, c) and 
А2 (b) modes. 
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биомассы мицелия трутовика лакированного, при-
мерно на 18% выше по сравнению с монокульту-
рой, был в сокультуре с другим штаммом  – A. bra-
silense SR80 (рис. 5, GV-s2). В этом варианте опы-
та выращивание бактериально-грибной культуры 
проводили также на среде V, но при меньшей ис-
ходной плотности бактериальной суспензии (А1).

В среде V наблюдали значимое увеличение 
сухой биомассы в двойных культурах P. ostrea-
tus и А. brasilense SR80: по сравнению с контроль-
ным вариантом прирост составлял до 23% при до-
зировании бактериальной суспензии по варианту 
А2 (рис. 5, PV-s2A2). При выращивании мицелия 
этого же гриба в смешанной культуре с эндофит-
ным штаммом А. brasilense Sp245 биомасса уве-
личивалась по сравнению с контролем на 41% и 
54% в вариантах опыта А1 и А2 соответственно 
(рис. 5, PV-A1 и PV-A2). 

Культивирование бактерий на пивном сусле 
(среда I) мы предприняли с учетом ранее полу-
ченных для A. brasilense Sp7 положительных ре-
зультатов [20]. Однако в ходе экспериментов с мо-
нокультурами выяснилось, что среда I подходи-
ла для выращивания только базидиомицетов, но 
не для А. brasilense Sp245 и А. brasilense SR80, 
так как при относительно высоких концентраци-
ях углеводов в составе этой среды (4 градуса по 

Баллингу), так и при разбавлении в 10 раз (рис. 2 
и 5, варианты I) прирост биомассы был незначи-
тельным. Очевидно, субстрат, характеризующий-
ся одновременно избыточным содержанием угле-
рода и обеднением по питательным веществам, 
необходимым для их жизнедеятельности, по-ви-
димому из-за дисбаланса, не поддерживает рост 
изучаемых штаммов бактерий [31]. Известны 
низкомолекулярные метаболиты других фитости-
мулирующих бактерий, тормозящие развитие ми-
целия низших грибов [32]. Некоторое снижение 
накопления биомассы при выращивании смешан-
ных бактериально-грибных культур на среде I мы 
наблюдали для всех изученных базидиомицетов 
(рис. 2 и 5, варианты I).

Показатели роста сокультур в зависимости 
от способа подготовки бактериального 
инокулюма и его концентрации

При изучении бинарных культур было важ-
но, чтобы бактерии сохраняли жизнеспособ-
ность в течение продолжительного культивиро-
вания с базидиомицетами. Следовало учесть, что 
условия роста при комнатной температуре, осо-
бенно в суспензии с высокой плотностью кле-
ток, способствуют автолизу симбиотрофных азот-
фиксирующих ассоциативных бактерий [33]. 

Рис. 5. Накопление биомассы погруженными сокультурами Ganoderma lucidum 1315 (G) или Pleurotus ostreatus 
HK352 (P) с Аzospirillum brasilense Sp245 или А. brasilense SR80 (s2) в вариантах опыта A1, A2 и A4 через 21 сут на 
среде с пивным суслом (1,2 градуса по Баллингу) I и углеводно-аспарагиновой среде V. Вариант s2 соответствует A1, 
если специально не обозначено.

Fig. 5. Biomass accumulation by submerged co-cultures of Ganoderma lucidum 1315 (G) or Pleurotus ostreatus HK352 (P) 
with Аzospirillum brasilense Sp245 or А. brasilense SR80 (s2) at A1, A2 and A4 modes in 21 days on barley wort medi-
um (1.2 Brix) (I) and on the carbohydrate-asparagine medium (V). s2 mode corresponds to the A1, if not specially indicated.
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Мы предполагали, что способ подготовки бакте-
риального инокулюма влияет на показатели роста 
совместных культур, поэтому использовали два 
способа получения посевного материала бакте-
рий. В одном случае в качестве инокулята исполь-
зовали суточную культуру азоспирилл на жидких 
средах, в другом – бактериальную биомассу смы-
вали стерильной водой с агаризованной питатель-
ной среды. Путем кратного разведения получали 
необходимую концентрацию клеток в суспензии 
(по оптической плотности). Инокулюм в обо-
их методах вносили в таком количестве, чтобы 
обеспечить одинаковую начальную оптическую 
плотность в смешанной бактериально-грибной 
культуре. При сопоставлении величины приро-
ста биомассы сокультуры с указанными характе-
ристиками бактериального инокулюма мы не вы-
явили связи между этими показателями. Выясни-
лось, что гораздо большее влияние на развитие 
бактериально-грибных культур оказывает исход-
ная концентрация клеток азоспирилл.

При исследовании влияния концентрации 
клеток азоспирилл на рост мицелия базидиоми-
цетов показано, что наибольшая стимуляция ро-
ста грибных культур штаммом A. brasilense Sр245 
была в варианте опыта c наименьшей оптиче-
ской плотностью (вариант опыта А1) инокулю-
ма для F.  velutipes (рис. 2, III-A1, IV-A1, V-A1) 
и с более высокой плотностью (вариант А2) по-
севной бактериальной суспензии для G. luci
dum (рис. 5, GV-A2), P. ostreatus (рис. 5, PV-A2). 
Относительно высокая концентрация клеток в 
инокулюме (вариант опыта А4) штамма A. brasi-
lense Sр245 приводила к снижению ростовых по-
казателей для G. lucidum 1315 (на 6% относитель-
но контроля, рис. 5, GV-A4).

При инокуляции погруженных культур ба-
зидиомицетов другим штаммом азоспирилл на-
блюдали ростстимулирующую активность A. bra-
silense SR80 в варианте опыта А2 у вешенки 
устричной (рис. 5, вариант PV-s2A2). Однако в от-
ношении роста мицелия опенка зимнего (рис.  2, 
вариант V-s2) и трутовика лакированного (рис. 5, 
вариант GV-s2) эпифитный штамм A. brasilense 
SR80 проявлял положительный эффект исключи-
тельно в минимальной концентрации посевной 
суспензии (вариант А1). При увеличении концен-
трации клеток A. brasilense SR80 выше указанных 
оптимальных значений (варианты опыта A1 и A2) 
наблюдали ингибирование роста мицелия F. ve-
lutipes и G. lucidum и небольшое снижение росто-
вых показателей для P. ostreatus НК352 (на 5% от-
носительно контроля, рис. 5, вариант PV-s2A4).

Известно, что низкая концентрация микроор-
ганизмов не обеспечивает их выживаемости, одна-

ко и высокий «оккупационный» фон бактерий [34] 
может быть неблагоприятным для базидиомицета.

Показатели роста сокультур в зависимости  
от штамма бактерий

При использовали одного и того же титра ис-
ходной бактериальной суспензии результаты 
оценки стимулирующих свойств азоспирилл в 
отношении роста мицелия базидиомицетов ока-
зались неодинаковыми для A. brasilense Sр245 и 
A. brasilense SR80. Этот эффект штамма бактерий 
проявлялся в разной степени у всех смешанных 
культур, но был наиболее выражен у G. lucidum 
1315. В бинарных культурах G. lucidum со штам-
мом A. brasilense SR80 прирост биомассы в срав-
нении с монокультурой гриба наблюдали только 
в случае минимальной концентрации бактерий 
(рис. 5, вариант GV-s2). Если в культуру трутови-
ка лакированного вносили A. brasilense Sр245, то 
накопление биомассы мицелия превышало кон-
трольные величины даже при более высокой кон-
центрации клеток в исходной бактериальной су-
спензии (рис. 5, вариант GV-А2) и только в вари-
анте опыта А4 немного снижалось в сравнении с 
монокультурой гриба (рис. 5, вариант GV-А4). 

Ростовые показатели вешенки устричной 
оставались практически неизменными в сравне-
нии с монокультурой базидиомицета даже при 
относительно высокой исходной концентрации 
клеток A. brasilense SR80 (вариант опыта А4). 
При  более низких концентрациях бактериально-
го инокулюма, соответствующих вариантам опы-
тов А1 и А2, в большей степени проявлялась спо-
собность штамма стимулировать рост P. ostreatus 
и наблюдалось увеличение биомассы относитель-
но контроля на 13–23% (рис. 5, варианты PV-s2, 
PV-s2A2).

При инокуляции погруженной культуры ве-
шенки устричной бактериями A. brasilense Sр245 
эндофитный штамм способствовал более интен-
сивному, чем в контроле, росту мицелия P. ostrea-
tus практически во всех вариантах опыта. Этот же 
штамм азоспирилл был намного более благо-
приятен для создания искусственной ассоциа-
ции с фламмулиной, способствовал максималь-
ному в рамках эксперимента накоплению био-
массы вегетативного мицелия (рис. 2, вариант 
III-A1). Замена среды III на V снимала ингиби-
рующее влияние неоптимальной концентрации 
(вариант опыта А2) клеток бактериального ино-
кулюма эпифитного штамма A. brasilense SR80 на 
культуру не только опенка зимнего (рис. 2, вари-
ант V-s2), но и трутовика лакированного (рис. 5, 
вариант GV-s2) и вешенки устричной (рис. 5, ва-
рианты PV-s2 и PV-s2A2).
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Использование сокультур для получения 
плодовых тел P. ostreatus

Культивирование ксилотрофных макромице-
тов  – по сути биотехнологический процесс ути-
лизации лигноцеллюлозных отходов, конверси-
руемых в пищу для человека или в высококаче-
ственные корма с достаточной эффективностью, 
высокой питательной ценностью, улучшенной 
биодоступностью [35, 36]. Выращивание съе-
добных и лекарственных базидиомицетов в ис-
кусственных условиях сопряжено с определен-
ными трудностями, среди которых наиболее зна-
чительное место занимает низкая устойчивость 
посевного материала к посторонней микрофло-
ре. Выращивание грибов в двойной культуре с ро-
стостимулирующими бактериями может оказаться 
эффективным биотехнологическим приемом для 
получения не только более быстрорастущего, но 
и устойчивого к заражению контаминирующими 
микроорганизмами посевного мицелия. При под-
боре микроорганизмов, подходящих для совмест-
ного культивирования с P. ostreatus, целесообразно 
в первую очередь рассматривать те, которые обла-
дают способностью благоприятно воздействовать 
на рост вегетативного мицелия. По этим показате-
лям эпифитный штамм азоспирилл (A.  brasilense 
SR80) превосходил A. brasilense Sр245 при исполь-
зовании сред, не благоприятствующих росту би-
нарных культур вешенки устричной (рис. 5, PI-s2). 
Вышесказанное послужило предпосылкой исполь-
зования двойной культуры P. ostreatus–A.  brasi-
lense SR80 в качестве посевного материала с пред-
положительно высокими защитными свойствами 
благодаря увеличенной скорости освоения мице-
лием плотного питательного субстрата.

Получали посевную жидкую культуру на сре-
де X с отваром пшеничной муки, а также на этой 
среде с введением культуры изучаемого штам-
ма азоспирилл. В ряде случаев в лабораторных и 
производственных условиях в процессе роста ба-
зидиомицетов происходит контаминация зерно-
вого субстрата микромицетами и патогенными 
бактериями, что визуально детектируют при его 
встряхивании. Загрязнения посторонней микро-
флорой нередко выявляют на последующих ста-
диях культивирования вешенки устричной – при 
использовании в качестве субстрата для получе-
ния плодовых тел лузги подсолнечника, доступ-
ного и активно используемого в промышленном 
грибоводстве субстрата. Для выявления преиму-
ществ смешанной культуры в аспекте снижения 
контаминации мы искусственно создавали усло-
вия, благоприятствующие развитию посторонней 
микрофлоры, путем намеренного несоблюдения 

стандартной технологии производства посевно-
го мицелия и обработки лигноцеллюлозной суб-
станции для плодоношения. Для этого оказалось 
достаточно заменить дробное автоклавирование 
зернового субстрата на однократную процедуру 
или проводить пастеризацию лузги подсолнечни-
ка в течение более короткого времени. Затем зер-
новой субстрат инокулировали погруженной мо-
нокультурой P. ostreatus или бактериально-гриб-
ными культурами, выращенными на среде X. 
Выращивание плодовых тел проводили на лузге 
подсолнечника, инокулированной зерновым ми-
целием, как это описано выше. 

Наибольшее благоприятное влияние культу-
ры клеток азоспирилл на развитие гриба наблю-
дали при возрасте посевной совместной культуры 
14 суток, что проявлялось в более быстрой коло-
низации субстрата грибом и полном подавлении 
заражения посторонней микрофлорой, в отличие 
от монокультуры P. ostreatus. В течение 3 недель с 
лигноцеллюлозного субстрата снимали плодовые 
тела и определяли их суммарную массу. В лабо-
раторных условиях удалось получить 63±13  г/кг 
субстрата плодовых тел P. ostreatus HK352 при 
внесении в инокулюм A. brasilense SR80 и только 
29±5 г/кг субстрата при использовании в качестве 
инокулюма монокультуры P. ostreatus HK352. 

Таким образом, в работе эксперименталь-
но подтверждена возможность и подобраны ус-
ловия совместного глубинного культивирова-
ния базидиомицетов Flammulina velutipes, Gano-
derma lucidum и Pleurotus ostreatus с бактериями 
Azospirillum brasilense. Установлено, что биомас-
са мицелия совместной культуры трутовика ла-
кированного или вешенки устричной по сравне-
нию с монокультурами грибов в наибольшей сте-
пени увеличилась на углеводно-аспарагиновой 
среде V при выращивании P. ostreatus с бактери-
ями А. brasilense Sp245. Культура этого эндофит-
ного штамма сохраняла жизнеспособность даже 
в условиях жидкой среды, которая оказалась не-
благоприятна для эпифитного штамма A. brasi-
lense SR80 при его совместном культивирова-
нии с G.  lucidum. Биомасса мицелия совместной 
культуры F. velutipes по сравнению с монокульту-
рой гриба в наибольшей степени увеличивалась 
на углеводно-аспарагиновой среде III при выра-
щивании фламмулины с бактериями А. brasilense 
Sp245. При погруженном культивировании опен-
ка зимнего и трутовика лакированного с азоспи-
риллами обнаружено угнетение роста эпифитно-
го штамма, что подчеркивает необходимость тща-
тельного подбора состава среды и дозирования 
бактериальной суспензии. 
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Преимущества бактериально-грибных куль-
тур следует учитывать при искусственном вы-
ращивании ксилотрофных грибов. Наибольшей 
эффективностью по параметрам накопления 
биомассы погруженного мицелия обладали ино-
кулюмы на основе сокультур P. ostreatus с A. bra-
silense SR80. Использование зернового мицелия, 
полученного на основе промежуточной совмест-
ной культуры P. ostreatus HK352 с A. brasilense 
SR80, для выращивания плодовых тел приводило 
к увеличению урожайности вешенки устричной.

Работа выполнена в рамках темы № АААА- 
А17-117102740098-8.
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Abstract–The possibility of submerged co-cultivation of the basidiomycetes Flammulina velutipes, 
Ganoderma lucidum and Pleurotus ostreatus with the bacteria Azospirillum brasilense was demonstrated, 
and optimal conditions for the process were selected. The azospirilla strains under study had active mobility 
and formed clusters near mushroom hyphae in liquid co-cultures optimized both in medium composition 
and bacterial inoculum concentration. The concentration of bacterial cells, ceteris paribus, had a significant 
effect on the growth of binary cultures. Co-cultivation of F. velutipes with А. brasilense Sp245 at the 
optimal bacteria concentration (0.5% v/v) in the inoculum (А600 = 1.0) made it possible to obtain 2.35 times 
more dry biomass than in the control. The intensive growth of the mixed culture of mushrooms with the 
studied azospirilla was promoted by the medium based on Glc and Fru (in mass proportion 1:1), and Asn. 
The characteristics of the development of P. ostreatus fruit bodies and the reduction of contamination in the 
presence of azospirillum were evaluated. Mixed bacterial-fungal cultures of P. ostreatus with A. brasilense 
SR80 which were used as seeding material were most efficient in the accumulation of submerged mycelial 
biomass, the rate of grain substrate colonization and intensity of fruit-body formation. Data obtained allow 
us to judge the high potential of using binary mushroom-bacterial cultures for the efficient production of 
mycelial biomass and fruiting of basidiomycetes.
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