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РЕЗЮМЕ
Приведена лабораторная оценка антифунгальной активности по-

чвенных бактерий рр. Bacillus и Pseudomonas по степени ингибирования
роста и развития (формирование колоний, интенсивность спороноше-
ния) в отношении возбудителей фузариозного увядания и серой гнили
томата. Установлен фунгистатический эффект всех изучаемых штам-
мов Bacillus subtilis (8, 8-1, 4k31, 494) на рост и спорообразование па-
тогенов. Выделены штаммы B. subtilis (8 и 8-1) и бактерия Pseudomonas
fluorescens, которые представляют интерес в качестве антагонистов
возбудителей как фузариоза, так и ботритиоза. Они могут быть ис-
пользованы для разработки на их основе препаратов с комплексным
действием, относимых к категории экологически безопасных средств
защиты растений.
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ВВЕДЕНИЕ

Томат – культура, которая появилась на территории Республики Беларусь
в конце 60-х гг. XIX в. Это одна из самых популярных культур, обладающая
ценными питательным и диетическими свойствами, большим разнообразием
сортов, высокой отзывчивостью на применяемые приемы выращивания [8].

Благоприятному возделыванию томата препятствует его подверженность
широкому спектру болезней. Высокий уровень потерь урожая этой культуры
определяет значимость ее защиты как одного из факторов оптимизации про-
изводства растениеводческой продукции.

В настоящее время во всем мире ведущее место в защите растений зани-
мает химический метод, и наблюдается тенденция применения все возрас-
тающего количества пестицидов. Однако глобальное использование хими-
ческих средств защиты растений в сельском и лесном хозяйстве приводит к
повышению загрязнения окружающей среды и к его отрицательным экологи-
ческим и санитарно-гигиеническим последствиям. Это находит отражение в
нарушении структуры биоценозов и снижении их способности к саморегуля-
ции, в накоплении пестицидов в почве, воде и продуктах питания, в возрас-
тании в популяциях возбудителей болезней устойчивости к пестицидам, что
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снижает эффективность их применения [3, 25]. В этой связи биологический
контроль возбудителей болезней растений выступает обещающей альтерна-
тивой химическому методу, предотвращая деградацию агроценозов, агро-
ландшафтов и в целом среды обитания человека.

По данным В. Д. Поликсеновой [19], за 35 лет наблюдений на томатах
было отмечено 22 вида грибов в качестве возбудителей инфекционного про-
цесса; из них в защищенном грунте зарегистрировано 19 видов, в открытом – 11.
Знание типов взаимоотношений, возникающих между патогенами в фитопа-
тосистеме, а также микробиотой ризосферы, позволит оптимизировать и се-
лекционную работу по созданию устойчивых сортов и биологических средств
защиты растений.

Перспективными антагонистами фитопатогенных грибов считаются флю-
оресцирующие псевдомонады – род Pseudomonas [5, 30]. Очень много ри-
зосферных бактерий из этого рода могут синтезировать и выделять в среду
желто-зеленые пигменты (которые называются пиовердинами), выполняю-
щие в клетках функции сидерофоров, которые проявляют одновременно ан-
тибактериальную, антифунгальную и антинематодную активность [8, 13, 14,
16, 22]. Супрессивное действие флуоресцирующих псевдомонад связано так-
же с биосинтезом антибиотиков и конкуренцией за источники углерода.
В целом флюоресцирующие пседомонады весьма перспективны в качестве
почвенных антагонистов фитопатогенных грибов. Они обладают рядом
свойств, которые облегчают их использование: почва является для них есте-
ственной средой обитания, они способны усваивать разнообразные органи-
ческие субстраты,  легко приживаются в ризосфере различных растений и
быстро увеличивают свою численность [9].

В настоящее время известно много видов бактерий, принадлежащих роду
Bacillus, подавляющих рост патогенных грибов, в числе которых B. subtilis,
B. polymyxa, B. cereus, B. mesenterius, B. mycoides [12].

Среди различных видов бактерий рода Bacillus известными антагониста-
ми патогенов являются бактерии B. subtilis. Спектр антибиотической актив-
ности бактерий B. subtilis формируется за счет синтеза экзоферментов и ан-
тибиотиков. В основе их антагонистической активности в отношении фитопа-
тогенных грибов лежит синтез клетками разнообразных антибиотиков пеп-
тидной природы: бацилломицин, итурины, микобациллин, микосубтилин, ри-
зоктицины, фенгимицин, субспорин [29]. Пептидные антибиотики, синтезиру-
емые B. subtilis, ингибируют синтез дезоксирибонуклеиновой кислоты, обра-
зование клеточной стенки, функционирование мембран. Эти свойства рас-
крывают большие возможности для исследований в плане создания на осно-
ве бактерий данного вида эффективных биопрепаратов [1, 9, 10, 21].

Некоторые штаммы B. subtilis уже используются для защиты растений
от болезней, в том числе и в период хранения продукции. Так, штамм B. subtilis
ВНИИСХМ № 131 применяется для получения препарата Фитоспорин, ис-
пользуемого для защиты яблок и винограда от гнилей при хранении. Штамм
бактерий B. subtilis КМБУ 30043, антагонистически активный в отношении
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многих фитопатогенных бактерий и грибов, лег в основу биологического пре-
парата защиты растений Бактоген. Бактерии B. subtilis КМБУ 30043 синте-
зируют антибиотик ароматической природы с аминогликозидным компонен-
том, ингибирующий развитие фитопатогенов. Бактерии B. subtilis КМБУ 30043
являются непатогенными для растений и животных, не фитотоксичны, хоро-
шо размножаются как в почве, так и в филлосфере растений. Бактоген пока-
зал высокую антагонистическую активность в отношении ряда фитопатоген-
ных грибов в условиях защищенного грунта [2, 10].

В исследованиях, проведенных на зерновых культурах, было установлено,
что штамм бактерии P. aureofaciens можно использовать для защиты сель-
скохозяйственных культур и обогащения почвы полезной микрофлоры [20].

Е. Ю. Ильясовой и соавт. [4] изучено влияние биопрепаратов Фитоспорин-М,
Альбит, Витаплан, содержащих в своем составе сами бациллы или их дей-
ствующие вещества на комплекс ризосферных фитопатогенов, в частности
F. oxysporum. Установлено снижение численности фитопатогенных грибов и
тем самым проявление защитного эффекта на растения сахарной свеклы .
Это приводит к получению высококачественной продукции и сохранению пло-
дородия почвы.

В работе А.  А.  Лукаткина,  С.  А.  Ибрагимовой,  В.  В.  Ревина [7]  была
показана принципиальная возможность использования биопрепарата на осно-
ве бактерии P. aureofaciens для защиты сельскохозяйственных растений от
поражения грибом Botrytis cinerea. Спустя 10 суток глубинного культивиро-
вания отмечено полное разрушение грибного мицелия.

Результаты исследований, проведенных в лабораторных условиях, пока-
зали антифунгальное влияние ризосферных бактерий на развитие F. culmorum,
Alternaria solani, A. tenissima, A. infectoria, A. alternate. Совместное куль-
тивирование исследуемых штаммов бактерий способствует усилению их ан-
тагонистических свойств [17]. Данные используются при создании комплек-
сного биопрепарата для защиты растений.

М. А. Клыкова и соавт. [18] изучали 39 штаммов бацилл в отношении
5 фитопатогенных бактерий p. Ervinia и Xantomonas и 14 грибных родов
Stachybotrys, Microdochium, Fusarium, Alternaria. Отмечено, что более по-
ловины из приведенных бацилл в той или иной степени проявляли антагонис-
тическую активность в отношении отдельных фитопатогенов.

Данные, полученные М. А. Стадниченко и Ю. М. Кулешовой [23], показа-
ли, что культивируемые фильтраты P. putida обладают фунгицидным эффек-
том по отношению к прорастанию спор возбудителя серой гнили. Антибиоти-
ческая активность бактерии определяется способностью синтезировать и выде-
лять в среду пигмент пиовердин Pm, который связывает ионы железа и превраща-
ет их в недоступную для других организмов (бактерий, грибов) форму [2].

В исследованиях, проведенных Л. Р. Сулеймановой, С. П. Четвериковым и
О. Н. Логиновым [24], установлено, что метаболиты P. aureofaciens (тригли-
церопептиды, обладающие фунгицидной активностью) обладают антифунги-
цидной активностью по отношению к фитопатогену Fusarium oxysporum.
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Результаты, полученные в работе М. Н. Федорович и Е. Г. Веремеенко [26],
указывают на то, что изучаемые бактерии проявляют высокую степень ан-
тифунгальной активности по отношению к грибам p. Alternaria, подавляя про-
растание спор различных видов (A. alternate, A. tenissima, A. infectoria,
A. dauci, A. radicina, A. brassicae, A. brassicicola, A. capsici) на 42–100 %.

Таким образом, анализ литературных источников показал, что бактерии
рр. Bacillus и Pseudomonas проявляют антифунгальную активность и могут
служить основой для создания биопрепаратов с широким спектром активно-
сти. В этой связи поиск штаммов бактерий названных родов, проявляющих
антагонистическую активность в отношении комплекса фитопатогенных мик-
ромицетов, является актуальным и практически значимым направлением
исследований, которое предполагает минимизацию использования химичес-
ких веществ в качестве агентов защиты растений. В этой связи целью насто-
ящего исследования явилось изучение возможности использования штаммов
бактерий рр. Bacillus и Pseudomonas, обладающих антифунгальной активно-
стью, в качестве антагонистов некоторых несовершенных грибов-возбудите-
лей микозов томата.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Материалом исследований служили патогенные для культуры томата мик-
ромицеты Fusarium oxysporum f. lycopersici (Sacc.) Snyder and Hansen и
Botrytis cinerea Pers: Fr., полученные из коллекций чистых культур кафедры
ботаники БГУ, а также чистые культуры бактерий Bacillus subtilis (штаммы
B. subtilis 8, B. subtilis 8-1, B. subtilis 494, B. subtilis 4k31)  и Pseudomonas
(P. fluorescens, P. putida М), взятые из коллекции микроорганизмов кафедры
микробиологии БГУ.

В эксперименте по изучению влияния бактерий на рост и спорообразова-
ние тестируемых микромицетов бактерии исследуемых штаммов засевали
кольцом (r = 20 мм) на предварительно подсушенную в термостате при тем-
пературе 60 оС картофельно-глюкозную агаризованную среду следующего
состава: картофельный отвар – 1 л, 1,5 %-й агар – 20 г, глюкоза – 20 г, разли-
тую в чашки Петри. Инкубирование проводили в термостате при температу-
ре 28 оС в течение 24 ч. Затем в центр сформировавшегося кольца помещали
мицелий фитопатогенного микромицета и культивировали при комнатной тем-
пературе в течение восьми суток. В контрольных чашках фитопатоген выра-
щивали изолированно от бактерии [11]. Ежедневно измеряли диаметр коло-
ний фитопатогена, описывали морфологию его колоний, отмечали изменение
окраски колонии и субстрата.

Показатель ингибирования роста фитопатогена штаммами исследуемых
бактерий, определяемый как разница между диаметром колонии в контрольном
и опытном вариантах, деленная на диаметр колонии в контроле и умножен-
ные на 100 %, рассчитывали на пятые и десятые сутки, а интенсивность
спорообразования микромицета – на десятые сутки [11]. Опыт проводили
в 8-кратной повторности для каждой экспериментальной серии и контроля.
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Данные представлены в виде «среднее ± ошибка среднего». Статистическая
обработка проведена с использованием программы Statistica 6.0. Достовер-
ными считали результаты при Р £ 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ данных, отражающих развитие фитопатогенных микромицетов
B. cinerea и F. oxysporum f. lycopersici в условиях чистой культуры, позволил
установить, что все изучаемые штаммы B. subtilis, а также бактерия P. fluorescens
оказали ингибирующее воздействие на рост микромицета B. cinerea (рис. 1).
Это нашло отражение в угнетении роста B. cinerea на 72 % под влиянием
B. subtilis 494 и на 74 % – под воздействием P. fluorescens (табл. 1). Исклю-
чение составила бактерия P. putida М, не оказавшая негативного воздействия на
ростовую активность тестируемого микромицета (рис. 1б).

Данные, представленные в таблице 1, свидетельствуют о том, что еще
более сильный угнетающий эффект на развитие возбудителя серой гнили то-
мата был отмечен для штаммов B. subtilis 8-1  и B. subtilis 8: показатель
ингибирования на пятые сутки составил 89 и 88 % соответственно.

Анализ величины показателя ингибирования вегетативного роста B. cinerea
изучаемыми бактериями на десятые сутки культивирования выявил даль-
нейшее усиление угнетающего воздействия в случае применения штаммов

                                    а               б

Рисунок 1 – Влияние штаммов Bacillus  subtilis (а) и бактерий рода Pseudomonas (б)
на рост фитопатогенного микромицета Botrytis cinerea
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B. subilis 494 и B. subtilis 4k31. Их увеличение составило порядка 10 и 3 %
соответственно. Воздействие бактерии P. putida М снизилось примерно в
2 раза по сравнению с предыдущим периодом наблюдения (см. табл. 1).

Наблюдение за характером роста B. cinerea внутри бактериального коль-
ца показало, что фитопатоген растет вверх, формируя колонии диаметром
примерно 1–2 см. Затем рост микромицета останавливается. Это, возможно,
связано с синтезом антибиотических веществ бактериями, которые поступа-
ют в питательную среду и тормозят рост B. cinerea [29].

В варианте с бактерией P. putida М отмечено, что бактериальное кольцо
не препятствует росту фитопатогена. Микромицет распространялся поверх
кольца и полностью занимал чашку Петри. Это свидетельствует о том, что
P. putida М не обладает фунгистатическим эффектом в отношении B. cinerea,
а способность бактерий р. Pseudomonas синтезировать широкий спектр ве-
ществ, в том числе витаминов, полисахаридов, свободных аминокислот
и т. д. [30], вероятно, можно рассматривать в качестве фактора, стимулиру-
ющего вегетативный рост микромицета.

Подсчет интенсивности спороношения возбудителя серой гнили томата
показал, что учитываемый показатель снижался от центра колоний к ее краю
практически во всех опытных вариантах в сравнении с контролем. Наиболь-
шее статистически достоверное (Р £ 0,05) уменьшение этого параметра от-
мечено в вариантах применения B. subtilis 4k31  (в 13  раз)  и P. fluorescens
(в 9 раз). Воздействие штаммов B. subtilis 8 и 494 выразилось в статистичес-
ки достоверном (Р £ 0,05) снижении количества спор на единице споронося-
щей поверхности в 2,5  и 2,7  раза соответственно (см.  табл.  1).  Указанные
различия обнаружены в центральной части колонии B. cinerea.

Анализируя данные, отражающие уровень спороносящей активности мик-
ромицета B. cinerea, можно отметить и обратный эффект воздействия на про-
цесс образования спор. Так, в варианте культивирования B. cinerea и бактерии

Таблица 1 – Развитие фитопатогенного микромицета B. cinerea в присутствии
бактерий рр. Bacillus и Pseudomonas

Вариант опыта

Показатель
ингибирования, %

Интенсивность спороно-
шения, ×106 шт/см2

5 сутки 10 сутки Центр
колонии

Край
колонии

B. cinerea + B. subtilis 8 87,93 85,11 4,05±0,18* –
B. cinerea + B. subtilis 8-1 88,97 88,30 7,45±0,56* –
B. cinerea + B. subtilis 494 72,41 81,91 3,75±0,25* –
B. cinerea + B. subtilis 4k31 81,03 84,04 0,78±0,03* 0,23±0,02*
B. cinerea + P. putida М 12,24 6,38 19,8±1,10* 7,98±0,86*
B. cinerea + P. fluorescens 74,48 70,21 1,18±0,04* –
Контроль (B. cinerea) 0 0 10,05±0,72* 4,97±0,54

* Здесь и в таблице 2 достоверно (Р £  0,05) по сравнению с контролем для одно-
именного места измерения (центр или край колонии).
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P. putida М выявлено стимулирование этого процесса, проявившееся в 2-крат-
ном увеличении количества спор на единице спороносящей поверхности
(см. табл. 1).

Вместе с тем было установлено отсутствие спор у края колонии B. cinerea
практически во всех опытных вариантах. Исключение составил штамм
B. subtilis 4k31, воздействие которого выразилось в снижении количества спор
в опыте по сравнению с контролем более чем в 20  раз.  Влияние бактерии
P. putida М проявилось в стимулировании и репродуктивной активности воз-
будителя серой гнили томата (см. табл. 1).

Анализ данных, отражающих вегетативный рост F. oxysporum f. lycopersici,
позволил выявить угнетающее воздействие тестируемых штаммов бакте-
рий рр. Bacillus и Pseudomonas на этот процесс. Однако сила влияния в срав-
нении с B. cinerea, особенно в первоначальный период наблюдения, оказа-
лась несколько слабее (рис. 2а). Так, по воздействию на ростовые показате-
ли колоний F. oxysporum f. lycopersici исследуемые ризосферные бактерии
можно разделить на три группы. Наименьшим (42 %) угнетающим эффектом
характеризовался штамм B. subtilis 4k31. Штаммы B. subtilis 8 и 494 инги-
бировали рост возбудителя фузариоза томата на 63 и 67 % соответственно. Наи-
более сильным подавляющим воздействием обладал штамм B. subtilis 8-1.
В данном варианте опыта степень угнетения составила 87 % (табл. 2).

                                  а                                          б
Рисунок 2 – Влияние штаммов Bacillus subtilis (а) и бактерий рода Pseudomonas (б)
на рост фитопатогенного микромицета Fusarium oxysporum f. lycopersici
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 Влияние бактерии P. fluorescens на рост фузариума проявилось в 67 %-м
снижении диаметра его колонии по прошествии пяти суток культивирования
(см. табл. 2). Как и в случае с B. cinerea, бактерия P. putida М не проявила
антагонистическую активность в отношении F. oxysporum f. lycopersici как
на пятые, так и на десятые сутки наблюдения (рис. 2б).

Анализ данных, отражающих ростовую активность возбудителя фузарио-
за томата по истечении десяти суток культивирования его на искусственной
питательной среде, позволил установить усиление ингибирующего воздей-
ствия изучаемых ризосферных бактерий. Так, угнетение вегетативного роста
фузариума в присутствии штаммов B. subtilis 494 и 8 возросло соответственно
на 10 и 15 % по сравнению с предыдущим учетом.  Штамм B. subtilis 4k31 на
20 % усилил свое негативное влияние на рост колонии патогена (см. табл. 2).
Это может быть связано с повышением антибиотической активности штам-
мов B. subtilis. Ингибирование же вегетативного роста фузариума в присут-
ствии P. fluorescens практически не изменилось в сравнении с предыдущим
сроком наблюдения.

Анализ интенсивности спорообразования микромицета F. oxysporum f.
lycopersici выявил аналогичную закономерность в сравнении с возбудите-
лем серой гнили микромицетом B. cinerea. Она выразилась в снижении учи-
тываемого показателя от центральной части колонии к ее краю во всех опыт-
ных вариантах в сравнении с контрольным (см. табл. 2). При этом менее
подвержен угнетающему воздействию оказался процесс спорообразования у
возбудителя фузариоза томата в присутствии бактерии P. putida М. В этом
случае снижение анализируемого параметра составило порядка 18 %. В ва-
рианте совместного культивирования F. oxysporum f. lycopersici и бактерий

Таблица 2 – Развитие фитопатогенного микромицета F. oxysporum f. lycopersici
в присутствии бактерий рр. Bacillus и Pseudomonas

Вариант опыта

Показатель ингиби-
рования, %

Интенсивность споро-
ношения, ´106 шт/см2

5 сутки 10 сутки Центр
колонии

Край
колонии

F. oxysporum f. lycopersici +
+ B. subtilis 8 63,46 78,13 9,5±0,08* –

F. oxysporum f. lycopersici +
+ B. subtilis 8-1 86,77 84,38 7,54±0,12* 6,8±0,07*

F. oxysporum f. lycopersici +
+ B. subtilis 494 67,30 77,08 8,63±0,21* –

F. oxysporum f. lycopersici +
+ B. subtilis 4k31 42,31 62,50 12,35±0,25* –

F. oxysporum f. lycopersici +
+ P. putida М 29,81 20,83 21,13±0,97 9,12±0,46*

F. oxysporum f. lycopersici +
+ P. fluorescens 67,31 67,01 7,5±0,07* –

Контроль (B. cinerea) 0 0 25,63±1,12 4,2±0,04
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B. subtilis (штаммы 8, 8-1, 494), а также P. fluorescens выявлено сокращение
количества спор на единице спороносящей поверхности на 61–66 %.

Подсчет показателя «интенсивность спороношения» у края колонии выя-
вил увеличение количества спор в вариантах совместного культивирования
возбудителя фузариоза томата и B. subtilis 8-1, а также P. putida М в сравне-
нии с контролем. Возможно, это связано с выделением бактериями в искус-
ственную питательную среду веществ, стимулирующих данный процесс.
В остальных опытных вариантах отмечено отсутствие спор у края колонии
микромицета F. oxysporum f. lycopersici.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, скрининг тестируемых бактерий на предмет их антифунгаль-
ной активности позволил установить, что все изучаемые штаммы B. subtilis
(8, 8-1, 4k31, 494) оказали ингибирующее воздействие на рост и спорообразо-
вание микромицета B. cinerea. Наиболее сильный угнетающий эффект был
отмечен для штаммов B. subtilis 8 и 8-1. Изучаемая бактерия P. fluorescens
также явилась антагонистом в отношении возбудителя серой гнили томата. В то
же время вторая из тестируемых бактерий рода Pseudomonas – Pseudomonas
putida М оказала стимулирующее воздействие на изучаемый патоген.

Аналогичная закономерность была выявлена и для второго микромицета –
F. oxysporum f. lycopersici. Практически во всех опытных вариантах (кроме
совместного культивирования с Pseudomonas putida М)  было отмечено по-
давление роста и снижение репродуктивной активности возбудителя фузари-
оза томата.

Выявленный нами фунгистатический эффект штаммов B. subtilis был обна-
ружен и в исследованиях, описывающих их влияние на анаморфные фитопатоген-
ные микромицеты р. Alternaria Ness [27]. Воздействие псевдомонад на разви-
тие грибов р. Alternaria Ness проявилось в более сильном ингибировании кони-
диеобразования альтернарий в сравнении с их вегетативным ростом [28].
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ANTIFUNGAL  ACTIVITY OF SOIL BACTERIA   AGAINST
SOME MICOTIC AGENTS OF TOMATO

SUMMARY

The laboratory assessment of the antifungal activity of gg. Bacillus and
Pseudomonas soil bacteria is presented in the article. The degrees of growth and
development inhibition (colonies growing-up, sporogenesis intensity) against
Fusarium wilt and gray mold causal agents of tomato were analyzed. The fungistatic
effect of all studied B. subtilis strains (8, 8-1, 4k31, 494) on the growth and
sporulation of pathogens was established. The strains of Bacillus subtilis
(8 and 8-1) and the bacterium Pseudomonas fluorescens, which are of interest as
antagonists of the causative agents of both fusarium and botrytiosis, have
been isolated. They can be used to develop, on their basis, preparations with
complex action, classified as environmentally safe plant protection products.

Key words: Fusarium wilt, gray mold, bacteria, inhibition, sporogenesis, growth,
antagonist strains, screening.


