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(57) Способ получения регулятора роста рас-
тений, включающий культивирование мик-

Изобретение относится к биотехноло-
гии и сельскохозяйственной микробиоло-
гии, а именно к способу получения
препарата, регулирующего развитие широ-
кого круга растений.

Неблагоприятная экологическая обста-
новка, сложившаяся в мире, способствует
поиску новых экологически чистых и деше-
вых биотехнологий, в частности, разработке
способов получения новых дешевых и удоб-
ных в применении биопрепаратов для куль-
тивирования растений как альтернативы
химическим средствам.

Получение регуляторов роста путем
микробиологического синтеза имеет пре-
имущество перед химическими способами,
т к. позволяет получать природные соедине-

роорганизма на жидкой питательной среде
с последующим выделением продуктов ме-
таболизма, о т л и ч а ю щ и й с я тем, что
культивируют штамм микроскопического
гриба Cylindrocarpon magnuslanum ИМВ F-
100004 на жидкой питательной среде в усло-
виях ограниченной аэрации при t 22-28°C в
течение 30 суток с последующим адсорби-
рованием продуктов метаболизма активи-
рованным углем в течение 6-8 часов и
экстрагированием 70% этиловым спиртом
при объемном соотношении компонентов
культу рал ьная жидкость: спирт 2,5:1, опре-
деляют активность препарата

ния мягкого действия Продукты жизнедея-
тельности микроорганизмов-продуцентов
имеют значительные- преимущества перед
синтетическими регуляторами и очищенны-
ми микробными веществами. Неочищенные
и малоочищенные микробные препараты,
содержащие кроме основного действующе-
го начала - фитогормонов смесь биологиче-
ски активных веществ, зачастую в
оптимальных сочетаниях, хорошо сбаланси-
рованных для проявления желаемого биоло-
гического эффекта, более экономичны и
полифункциональны Однако известные ме-
тоды их получения включают многоступен-
чатую систему фракционирования и очистки
препаратов, что усложняет процесс, ведет к
его удорожанию и снижает выход препарата
из-за потерь.
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Применение регуляторов роста в сель-
скохозяйственной практике, особенно в по-
вышении устойчивости растений к
экстремальным условиям, регулировании
процессов вегетативного роста, корнеобра-
зования, прорастания семян и клубней и т.д.
не соответствует реальным потребностям,
сфера их практического применения до-
вольно ограничена, в частности, из-за недо-
статочного количества доступных дешевых
отечественных препаратов, способов их
получения,транспортировки, хранения.

Известны способы, в которых получе-
ние биопрепаратов достигается культивиро-
ванием различных микроорганизмов с
последующим выделением и использовани-
ем определенных веществ в качестве прела-
рата(Япония: з. N62-20163,3. N1-79101, РСТ
N87/06796).

Однако этот путь сложен, многоступен-
чат и ведет к получению узконаправленных
препаратов.

Известны регуляторы роста растений,
обладающие широким спектром действия
(гиббрелин, гибберсиб) для широкого круга
растений и повышающие урожай на 15~
20%. Однако эти препараты нерастворимы
в воде, а в 0,5% водном растворе аммиака
плохо сохраняются. (Микробные фитогор-
моны в растениеводстве. Рига, "Зенитне",
1988).

Известны способы получения биопре-
паратов, в основе которых положено культи-
вирование микроорганизмов с
последующим суспендированием их био-
массы в воде либо физиологическом раство-
ре (Авт.св. СССР ISfc 1423550, l\fc 1555320, Ns
1698242, N? 1699990. № 1712348, ГДР э.п.
N272986. ЧССР а.с. N 256150, США п.
N4818530, п. N4718935).

Однако эти способы, использующие мо-
нокультуры, ведут к получению препаратов
регулирующих развитие одного вида расте-
ний и на определенном этапе.

Известен способ получения регулятора
роста растений из фильтрата культуральной
жидкости микроорганизмов, однако, он ха-
рактеризуется многоступенчатостью, ис-
пользованием разнообразных зкстрагентов
и растворителей (Stowe В.В. Yamaki T,
Ann&Reu& Plant Physio!., 8, 181-216. 1Э56).

В основу изобретения поставлена зада-
ча создания способа получения регулятора
роста растений, в котором за счет выращи-
вания штамма микроскопического гриба в
оптимальных для него условиях и последую-
щего выделения продуктов метаболизма,
обеспечивается простота получения биоло-
гически активного препарата широкого

спектра действия, недорогого и удобного в
применении.

Поставленная задача решается тем, что
в способе получения регулятора роста рас-

5 тений, включающем культивирование мик-
роорганизма на жидкой питательной среде
с последующим выделением продуктов ме-
таболизма, согласно изобретению культи-
вируют, штамм микроскопического гриба

10 Cyltndrocarpon magnusianum ИМВ F-100004
на жидкой питательной среде в условиях
аэрации при t 22-28°С в течение 30 суток с
последующим экстрагированием продуктов
метаболизма 70% этиловым спиртом при

15 объемном соотношении компонентов куль-
туральная жидкость: спирт 2,5:1, причем пе-
ред экстрагированием проводят адсорбцию
с помощью активированного угля в течение
6-8 ч, добавляя его в количестве 0,5 г на 250

20 мл культуральной среды.
Способ осуществляют следующим об-

разом:
Культивируют штамм Cylindrocarpon

magnusianum ИМВ F-100004, имеющий та-
25 кие характеристики:

Штамм выделен из корневой системы
облепихи. Идентифицирован по Кириленко
Т.С. Атлас родов почвенных грибов
(Ascomycetes и Fungi imperfecti) К., Наукова

30 думка, 1977, с. 127. Пидопличко Н.М. Гриб-
ная флора грубых кормов. К., изд-во АН
УССР, 1.953, с. 485.

Штамм депонирован в Институте мик-
робиологии и вирусологии НАН Украины

35 под N ИМВ F-100004.
Морфологическя характеристика штам-

ма.
При микроскопировании культуры, вы-

ращенной на агаризованной среде сусло,
40 среде Чапека, картофельном агаре, гифы

2,0-3.0 мкм толщиной, неокрашены, часто в
тяжевидных пучках, разветвленные. Кони-
диеносцы одиночные, простые, слабораз-
ветвленные, суживающиеся к верхушке,

45 размеры 10,0-20,0x2,9-3,5 мкм. Конидии
цилиндрические, прямые, реже слегка со-
гнутые, закругленные на концах или тупоко-
нусовидные с сосочком у основания, с 0-3
перегородками, чаще с 1 перегородкой, раз-

50 меры 10,0-42,5x5,3 мкм. Хламидоспоры 5,0-
12,0 мкм в диаметре, сначала
неокрашенные, затем коричневые, гладкие,
шаровидные или грушевидные, интерколяр-
ные или верхушечные, одиночные или в ко-

55 ротких цепочках.
На жидкой глюкозо-аспарагиновой сре-

де, не сбалансированной по углероду и азо-
ту, в гифах находится большое количество
включений жировой природы сферической
либо овальной формы. На картофельном от-
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варе включения встречаются в меньшем ко-
личестве и мельче по размеру.

Культуральные свойства штамма.
Штамм хорошо растет на агзризован-

ных питательных средах: пивном сусле, кар-
тофельном агаре, среде Чапека, жидкой
глюкозо-аспарагиновой среде.

На агаризованном пивном сусле при
25-28°С колонии пушисто-войлочные, бе-
лые до кремоватых или телесных. На обрат-
ной стороне - светло-коричневые,
радиально лучистые.

На агаризованной среде Сабуро (пив-
ное сусло + МПА в равных соотношениях (в
возрасте 15 суток) колонии 2-х типов: ^ Д и -
аметр колоний 80 мм. На расстоянии 25 мм
от центра слабо-войлочная, затем (20 мм)
пушистая белого цвета. На обратной сторо-
не бесцветная или слабо соломенного от-
тенка. 2) Диаметр колонии 62 мм, в центре
(20 мм)выпуклая, пушистая, слегка кремово-
го оттенка, затем (по кольцам) войлочная
светло-оливкового цвета, войлочная пуши-
стая желтовато-кремоватого оттенка, слабо-
войлочная слегка фиолетового оттенка, край
колонии фиолетово-белого оттенка. Обрат-
ная сторона - темно-красно-коричневого
цвета.

При выращивании в стационарных усло-
виях на жидкой глюкозо-аспарагиновой и
сахарозо-аспарагиновой средах рост слизи-
стый, желеобразный, бесцветный. На среде
с сахарозой при добавлении К - Na лимон-
нокислого либо аммония лимоннокислого
культура растет в виде опушенных пеллет
или слизистых сгустков, Культуральная жид-
кость при этом окрашивается в слегка ко-
ричневатый цвет. При выращивании на
качалках в колбах емкостью 250 мл с 50 мл
питательной среды культура растет в виде
пеллет либо слизистых тяжей, окрашенных
в слегка соломенный или коричневый цвет.

На жидких средах с добавлением орга-
нических источников азотного питания (сме-
си аминокислот, пептона), на средах
сложного состава (растительные отвары)
рост культуры и пигментообразование уси-
ливаются.

Физиологические свойства штамма.
Штамм растет на дефицитной по азоту

среде и является олигонитротолерантным
микрорганизмом. На среде с низким содер-
жанием азота синтезирует небольшое коли-
чество соединений белковой природы.

Развитие штамма улучшается и ускоря-
ется при добавлении в среду легкодоступ-
ных связанных форм азотного питания;
нитратного, аммонийного, органического.

Из источников питания усваивает глю-
козу, сахарозу, крахмал, маннит. Не растет
на среде с целлюлозой

В процессе роста в зависимости от со-
5 става питательной среды в большей или

меньшей степени подкисляет последние(до
рН 5,8-3,5). Реакция среды остается без из-
менений (рн 7,0) при выращивании штамма
на глюкозо-аспарагиновой среде. На этой

10 среде культура синтезирует биологически
активные вещества - комплекс, состоящий
из углеводов, жирных кислот, аминокислот,
веществ цитокининовой природы, обладаю-
щие ростактивирующими свойствами по от-

15 ношению к сельскохозяйственным
растениям.

Штамм является микроаэрофильным и
мезофильным микроорганизмом Не требо-
вателен к источникам питания. Растет на

20 жидкой глюкозо-аспарагиновой среде в
колбах на 0,75 л с 0,25 л питательной среды
при t 22-25°C в стационарных условиях.
Культура сохраняется без пересевов в тече-
ние 6 и более месяцев.

25 Состав среды (і/л), глюкоза- 10,0; зспа-
рэгин - 0,02; КН2РО4 - 0,9; К2НРО4 - 0,3;
MgSO* - 0,1; K2SO4 - 0,1; MnSCM - 0,02;
FeSCbi - 0,02; CuSO4 - 0,02; вода водопро-
водная - 1 л, рН 7,0.

30 При росте культуры на минеральной
среде дефицитной по азоту, рН культураль-
ной жидкости 7,0-7,3. На азотсодержащих
средах рН снижается до 6,5-3.2.

Долгосрочное хранение штамма с пери-
35 одическими пересевами через 6 месяцев и

сохранением биологических свойств осуще-
ствляется на жидкой питательной среде
следующего состава: г/л: глюкоза - 10,0,
аспарагин - 0,02, КНгРО* - 0,9; К2НРО4 -

40 0,3; MgSO4 - 0,02; FeSO* - 0,02; C11SO4 -
0,02, рН 7, t 5~7°C. Возможно хранение на
этой же среде с добавлением агара (20 г/л).

Микромицет CyMndrocarpon
magnuslanum ИМВ F-100004 для получения

45 комплекса биологически активных веществ
- регуляторов роста растений выращивают
на жидкой питательной среде следующего
состава (г/л); глюкоза - 10,0; аспарагин -
0,02; КНгР04 - 0,9; К2НРО4 - 0,3; MgSO-i -

50 0,1; FeSO4 - 0,02; CuSO-1 - 0,02; K2SO4 - 0,1;
MnSO^ - 0.02; вода водопроводная - 1 л, рН
7,0. ,

Культивирование проводят в стацио-
55 нарных условиях в колбах емкостью 750 мл

С 250 мл питательной среды при t 22 -28°С в
течение 30 суток в условиях аэрации. Куль-
тура по окончании инкубирования слизи-
стая, бесцветная либо слегка кремоватого
оттенка, медузовидная.
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Адсорбцию продуктов жизнедеятельно-
сти осуществляют, добавляя в колбу с био-
массой и культуральной жидкостью 0,5 г
активированного угля. Жидкость перемеши-
вают в течение 6-8 часов, после чего содер-
жимое колбы фильтруют на воронке
Бюхнера с бумажным фильтром в колбу Бун-
зена.

Для экстракции продуктов метаболизма
в колбу добавляют 50 мл 70% спирта, пере-
мешивают 6-8 часов, затем содержимое
колбы фильтруют в воронке Бюхнера. Об-
щий выход водно-спиртового элюата-регу-
лятора роста растений составляет 90% за
счет потерь при операции фильтрования.

Водно-спиртовый раствор регулятора
роста хранят в темном месте при комнатной
температуре и проверяют его эффектив-
ность биологическим методом по способно-
сти стимулировать физиологические
процессы у высших растений.

Определение биологической активно-
сти регулятора роста проводят по измере-
нию длины проростков пшеницы в присутст-
вии препарата по сравнению с контролем.

Семена пшеницы предварительно сте-
рилизуют в растворе перекиси водорода в
течение 5 минут с последующим промыва-
нием в стерильной дистводе,

5 Препарат для испытаний разбавляют
дистиллированной водой в соотношении
1:10000. В 8 стерильных чашек Петри рас-
кладывают по 5 штук семена, затем в 4
опытные чашки наливают по 15 см раство-

10 ра препарата, в 4 контрольные - по 15 см
воды. Чашки инкубируют в термостате при
24°С. Через 7 суток измеряют длину проро-
стков и определяют среднее значение. Би-
ологическую активность выражают в

15 процентах по отношению к контролю. Уве-
личение длины проростков пшеницы на 15-
20%.

Влияние полученного таким способом
регулятора роста растений приведено в

20 таблице.
Как видно из приведенного выше, спо-

соб прост, дешев, доступен и приводит к
получению эффективного регулятора роста
растений.

25

Применение гриба

Культура

1

Пшеница ози-

мая

Ячмень яро-

вой

Гречка

Рис

Норма затрат

препарата,

мл/т семян,

мл/га

2

3~5 мл/т

5 мл /га

3-5 мл/т

5 мл/га

10 мл/т

5 мл/га

10 мл/т

Способ и сроки обработки

3

Инкрустация семян

Опрыскивание в начале

выхода в трубку

Инкрустация семян

Опрыскивание в начале

выхода в трубку

Инкрустация семян

Опрыскивание в фазу буто-

низации, повторно - в

фазу массового цветения

Инкрустация семян

Прибавка урожая (на

1 га)

4

4-9 ц.

4-8 ц.

3-5 ц.

4-6 ц.
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Продолжение таблицы

Кукуруза

Сахарная

свекла

Соя

Горох

Подсолнух

Рапс

•

Люцернз

Клевер

2

10-15 мл/т

5 мл/га

5 мл/т

5 мл/т

5 мл/га

5 мл/га

10-15 мл/т

5 мл/га

10 мл/га

5-Ю мл/т

5 мл/га

5-10 мл'т

5 мл/га

•

3

Инкрустация семян

Опрыскивание в фазе 8-

10 настоящих листьев

Инкрустация семян

Опрыскивание в фазе сое-

динения листьев в рядках

Инкрустация семян

Опрыскивание в стадии бу-

тонизации - в начале

цветения

Опрыскивание в стадии бу-

тонизации - в начале цве-

тения

Инкрустация семян

Опрыскивание в фазе 4-5

листьев

Опрыскивание в фазе на-

чала цветения

Инкрустация семян

Эпрыскивание в фазе буто-

низации - в начале

цветения, повторно - че-

рез неделю

Инкрустация семян

Опрыскивание в фазе буто-

низации - в начале

цветения

4

7-8 ц зерна

18-35 ц зеленой мас-

сы 1

25-75 ц

3-4 ц

4-6 ц

2-3.5 ц

1,5-2,0 ц

0,6 1.2 ц

0,5-0.8 ц

*.
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Продолжение таблицы

1

Картофель

Огурцы

Томаты

Лук

2

2 мл/т

5 мл/га

1 мл/кг

3-5 мл/га

1 мл/кг

1 мл/кг

5 мл/га

3

Опрыскивание бульб пе-

ред высадкой в грунт

Опрыскивание в фазе буто-

низации

Инкрустация или предпо-

севное замачивание семян

на 4-6 часов

Опрыскивание в фазе 3-4

настоящих листьев

Инкрустация или предпо-

севное замачивание семян

на 4-6 часов

Опрыскивание в фазе 3-4

настоящих листьев

Инкрустация или замачи-

вание семян на 4-6 часов

Опрыскивание в фазе 3-4

настоящих листьев," по-

вторно - в фазу массового

стрелкования

4

25-40 ц

3-5 кг/м закрытого

грунта, 30-40 кг - в

полевом грунте

3-4 кг/м2 закрытого

грунта

30-40 кг - полевого

грунта

35-40 ц

Упорядник Техред М.Келемеш Коректор Л Лукач

Замовлення 4239 Тираж Підписне
Державне патентне відомство України,

254655, ГСП, КиТв-53, Львівська пл , 8

Відкрите акціонерне товариство "Патент", м. Ужгород, ву/і Гагаріна. 101


