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ВВЕДЕНИЕ 

 

 

Актуальность и степень разработанности темы исследования 

Микробные биопрепараты в основном состоят из вегетативных или 

покоящихся клеток полезных микроорганизмов, а также их метаболитов. Они нашли 

широкое применение в различных областях народного хозяйства – медицине, 

ветеринарии, сельском хозяйстве и пр. (Муродова, Давранов, 2014; Коломиец, 2018; 

Гуревич и др., 2019; Дятлов, 2021). В соответствии с ключевыми направлениями 

развития биотехнологий и импортозамещения в Российской Федерации, принятыми 

на государственном уровне (ФЗ № 264, Указ Президента РФ № 642, ФЗ № 280, ФЗ 

№ 175), разработка и внедрение новых биопрепаратов для растениеводства 

относится к приоритетным направлениям научно-технологического развития 

России. Широкое применение микробиологических препаратов может 

поспособствовать переходу к высокопродуктивному и экологически безопасному 

сельскому хозяйству, а также построению независимой экономики страны. 

При создании микробиологических препаратов для растениеводства в 

основном используются ризосферные бактерии, обладающие антагонистическим 

эффектом по отношению к фитопатогенам, оказывающие положительное влияние 

на растения и повышающие их продуктивность. Эти микроорганизмы принято 

называть PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria). К ним относятся 

представители родов Azotobacter, Bacillus, Psеudomonas и др. Особый интерес 

вызывают бациллы из-за своей высокой биологической активности, а также 

способности к спорообразованию, повышающей их устойчивость к 

неблагоприятным факторам среды, в том числе при производстве биопрепаратов на 

их основе и при хранении (Алексеева, Потатуркина-Нестерова, 2014; Савустьяненко, 

2016; Backer et al., 2018; Basu et al., 2021; Vocciante et al., 2022).  

Первые биопрепараты для растений выпустили на основе бактерий рода 

Bacillus. Так, в состав микробного удобрения «Alinit» (Германия, 1897 г.) входил 

штамм B. ellenbachensis. А в состав первого биоинсектицида «Sporine» (Франция, 

1938 г.) включен штамм B. thuringiensis. Один из первых советских биопрепаратов 

на основе бацилл – «Энтобактерин», содержащий штамм B. 
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thuringiensis subsp. galleriae. С тех пор линейка биоинсектицидов широко 

представлена на мировом и отечественном рынках (Штерншис и др., 2004; 

Radhakrishnan et al., 2017; Долженко, 2021).  

Биофунгициды стали выпускаться значительно позже, чем инсектициды, и 

сейчас их доля на общем рынке фунгицидов составляет 1–5 %. В бактериальных 

фунгицидах в качестве действующего компонента чаще всего выступают бактерии 

вида B. subtilis. В «Государственном каталоге пестицидов и агрохимикатов (2022)» 

также представлены препараты с антигрибной активностью на основе B. 

amyloliquefaciens. Однако другие виды бацилл, как и поликомпонентные 

биопрепараты встречаются реже. При этом имеются исследования, выявляющие 

преимущества полиштаммовых препаратов над моноштаммовыми и 

свидетельствующие о высокой эффективности в растениеводстве других видов 

бацилл, в частности B. pumilus (Kumar et al., 2011; Wang et al., 2019; Win et al. 2021; 

Долженко, Лаптиев, 2021; Lahlali et al., 2022). 

В связи с вышеперечисленным, выделение и изучение свойств новых 

штаммов бацилл и разработка поликомпонентных микробных биопрепаратов на их 

основе является актуальным направлением для исследований. Это особенно важно в 

связи с постоянной необходимостью ротации штаммов микроорганизмов в составе 

действующих препаратов из-за возникающих устойчивостей со стороны тест-

культур, а также возможности утраты жизнеспособности или эффективности у 

действующих микроорганизмов. 

Цель исследования: разработать прототип биологического препарата для 

растениеводства на основе новых штаммов бактерий рода Bacillus и оценить его 

эффективность. 

Задачи исследования: 

1. Выделить из ризосферы растений, произрастающих на территории 

Алтайского края, штаммы бактерий рода Bacillus, перспективные для включения в 

состав биологических препаратов для сельского хозяйства. 

2. Охарактеризовать экологические, морфолого-культуральные, 

физиологические и биохимические свойства новых штаммов рода Bacillus, а также 

установить их биосовместимость и антагонистическую активность по отношению к 

фитопатогенным грибам при тестировании in vitro. 



6 

 

 

3. Получить прототип бактериального препарата для предпосевной обработки 

семян сельскохозяйственных культур на основе консорциума из 3 биосовместимых 

штаммов Bacillus spp., обладающих антимикотическими свойствами. 

4. Установить спектр антагонистического действия опытного образца 

полиштаммового биопрепарата, а также его биологическую эффективность при 

инокуляции семян культурных растений в лабораторных и полевых исследованиях. 

5. Определить расчетную экономическую эффективность применения 

разработанного прототипа бациллярного биопрепарата при протравливании семян 

перед посевом in vivo. 

Научная новизна исследования 

Выделено и охарактеризовано 9 новых штаммов бактерий Bacillus spp. из 

ризосферы растений Алтайского края, для 4-х из них научно-практическая 

значимость подтверждена патентами РФ (Пат. 2693439, Пат. 2694522, Пат. 2797825, 

Пат.2797699). Впервые создан опытный образец биопрепарата на основе 

консорциума из 3-х депонированных штаммов Bacillus pumilus (RCAM05516, ВКПМ 

В-13250, RCAM05517) для защиты и стимуляции роста сельскохозяйственных 

растений. Впервые подтверждена антагонистическая активность разработанного 

прототипа препарата по отношению к различным грибным фитопатогенам растений 

– Phytophthora infestans, Penicillium spp., Aspergillus sp., Alternaria sp., Alternaria 

solani, Alternaria tenuissima, Alternaria brassicae, Fusarium solani, Fusarium 

graminearum, Pythium sp., Botrytis sp. В лабораторных и полевых условиях 

установлена стимулирующая активность предложенного опытного образца 

биопрепарата «Фитопумилин» при выращивании ценных сельскохозяйственных 

культур – рапса, овса, гречихи и подсолнечника. Максимальное повышение 

всхожести с применением прототипа препарата in vitro зафиксировали для семян 

гречихи (на 38 %), а наибольшее увеличение длины проростков с корнями – для 

подсолнечника (на 42 %). Максимальное повышение биологической урожайности in 

vivo (на 68 %) также зафиксировали в опытных посевах подсолнечника. 

Теоретическая и практическая значимость исследования 

Установленные в ходе диссертационного исследования результаты 

расширяют сложившиеся представления о свойствах и характеристиках 

ризосферных бацилл, а также об особенностях их взаимодействия с другими 
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микроорганизмами и макроорганизмами. Полученные данные могут быть 

использованы в качестве рекомендаций сотрудникам сельскохозяйственных 

предприятий для рационального применения биопрепаратов с целью повышения 

урожайности и снижения заболеваемости растений. 

Отечественные коллекции полезных микроорганизмов (Всероссийская 

коллекция промышленных микроорганизмов (ВКПМ) и Сетевая биоресурсная 

коллекция в области генетических технологий для сельского хозяйства (RCAM)) 

пополнены 5 новыми культурами бактерий рода Bacillus (B. toyonensis ВКПМ В-

13249, B. pumilus ВКПМ В-13250, B. pumilus RCAM05516, B. pumilus RCAM05517, 

B. mojavensis RCAM05965) (справки о депонировании № 13249 от 03.12.2018 г., № 

13250 от 03.12.2018 г., № 56/04 от 28.04.2022 г., № 57/04 от 28.04.2022 г., № 128/08 

от 16.08.2022 г.), что имеет значение как для фундаментальных, так и прикладных 

исследований в области микробиологии и создания биопрепаратов для сельского 

хозяйства – Федеральный уровень внедрения.  

Разработанный в рамках диссертационной работы прототип бактериального 

препарата для защиты и стимуляции роста растений прошел 2 года полевых 

испытаний на опытном поле Федерального Алтайского научного центра 

агробиотехнологий и в хозяйстве «АгроУспех» (Алтайский край) (приложение А). 

Получены положительные результаты по воздействию опытного образца 

биопрепарата на биологическую урожайность таких культур, как рапс, гречиха и 

подсолнечник. На производство опытных партий препарата также сформированы 

первичные технические условия (ТУ 20.15.80-002-02067818-2022, введено впервые 

23.09.2022 г.) – Федеральный уровень внедрения; технологическая инструкция (ТИ, 

приказ ректора от 31.10.2022 г. №1551/п) – Учрежденческий уровень внедрения; 

зарегистрирован каталожный лист продукции (№ 080.007967) с присвоением 

опытному образцу препарата наименования «Фитопумилин» – Федеральный 

уровень внедрения. 

Материалы диссертационного исследования использованы в ходе научных 

практик, а также на лабораторных занятиях студентов Алтайского государственного 

университета по таким дисциплинам, как «Микробиология и вирусология», 

«Пищевая микробиология», «Санитарная микробиология», «Пищевая 

биотехнология» (приложение А) – Учрежденческий уровень внедрения. 
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Методология и методы исследования 

При подготовке диссертационной работы использовали как общие, так и 

специальные методы научного познания. Из теоретических методов в основном 

применяли анализ и классификации, а из эмпирических – эксперимент и сравнение. 

Среди специальных методов преимущественно использовали классические и 

современные методы микробиологических и биотехнологических исследований. 

Полученные результаты подтверждены методами статистической обработки. 

Основные положения, выносимые на защиту: 

1. Из ризосферы растений Алтайского края выделено и описано 9 новых 

штаммов споровых бактерий Bacillus spp., три из которых (Bacillus pumilus ВКПМ 

В-13250, Bacillus pumilus RCAM05516, Bacillus pumilus RCAM05517) перспективны 

для разработки поликомпонентного биопрепарата для сельского хозяйства на 

основании их биосовместимости и антагонистической активности по отношению к 

микромицетам Aspergillus sp., Penicillium sp., Alternaria sp. и Phytophthora infestans. 

2. Разработана технология полупромышленного производства опытных 

партий биопрепарата для растениеводства на основе микробного консорциума из 

трех ризосферных штаммов Bacillus pumilus в виде лиофилизированного порошка с 

сохранением численности жизнеспособных клеток не менее 1×1011 

колониеобразующих единиц на грамм при хранении в течение 2-х лет. 

3. Прототип биопрепарата на основе композиции из трех природных штаммов 

Bacillus pumilus обладает широким спектром антагонистической активности против 

фитопатогенных грибов (Phytophthora infestans, Penicillium spp., Aspergillus sp., 

Alternaria sp., Alternaria solani, Alternaria tenuissima, Alternaria brassicae, Fusarium 

solani, Fusarium graminearum, Pythium sp., Botrytis sp.), совместимостью с рядом 

коммерческих биологических и химических пестицидов («Триходерма вериде», 

«Алирин-Б», «Лепидоцид», «Круйзер», «Престиж», «Инстиво» и «Винцит») для 

протравливания семян, а также стимулирующей активностью в отношении 

культурных растений, установленной в лабораторных и полевых условиях. 

Апробация работы 

Работа выполнена на базе Инжинирингового центра «Промбиотех» и кафедре 

экологии, биохимии и биотехнологии Алтайского государственного университета в 

2017–2023 гг. (Научно-исследовательская, опытно-конструкторская и 
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технологическая работа № 122111600022-8 в Единой государственной 

информационной системе учета). Достоверность результатов диссертационного 

исследования обеспечена использованием в работе современных методов 

микробиологии, а также достаточным количеством полученных данных. 

Материалы диссертации апробировали на 9 научных конференциях: XVI 

Международная научно-практическая конференция «Пища. Экология. Качество» 

(24–26 июня 2019 г., Барнаул); VII Региональная молодежная конференция «Мой 

выбор – НАУКА!» (20–24 апреля 2020 г., Барнаул); BIO Web of Conferences 

«International Scientific and Practical Conference “Fundamental Scientific Research and 

Their Applied Aspects in Biotechnology and Agriculture» (FSRAABA 2021) (19–21 

июля 2021 г., Тюмень); IV Межрегиональная научно-практическая конференция (с 

международным участием) «От биопродуктов к биоэкономике» (23–26 сентября 

2021 г., Барнаул); Всероссийская конференция с международным участием 

«Экотоксикология – 2021» (7–8 октября 2021 г., Тула); Международная научная 

конференция «Агробиотехнология – 2021» (24–25 ноября 2021 г., Москва); X 

Международная научно-практическая конференция «Биотехнология: наука и 

практика» (12–16 Сентября 2022 г., Алушта); Международная научно-практическая 

конференция «Биологическая защита растений – основа стабилизации 

агроэкосистем» (13–15 сентября 2022 г., Краснодар); VIII Пущинская конференция 

«Биохимия, физиология и биосферная роль микроорганизмов» и Школа-

конференция молодых ученых, аспирантов и студентов «Генетические технологии в 

микробиологии и микробное разнообразие» (6–8 декабря 2022 г., Пущино). 

Публикации 

По материалам диссертационного исследования опубликовано 20 научных 

работ, в том числе 4 статьи в рецензируемых научных журналах, 4 патента РФ на 

штаммы микроорганизмов и 12 работ – в сборниках и материалах конференций и 

других научных изданиях. 

Личное участие автора в получении результатов 

Личный вклад автора в подготовку диссертационной работы заключался в 

поиске и анализе литературных данных, постановке цели и задач исследования, 

подборе исследовательских методик, планировании и проведении экспериментов, 

статистической обработке данных, а также в подготовке материалов для публикаций 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР И АНАЛИЗ ЛИТЕРАТУРЫ 

 

 

1.1. Характеристика бактерий рода Bacillus 

История открытия и систематическое положение бацилл  

Бациллы впервые описал в 1835 году Христиан Эренберг, который назвал 

изучаемую им культуру микроорганизмов из сена Vibrio subtilis (subtilhe) (Ehrenberg, 

1835). Позднее, в 1872 году, его соотечественник Фердинанд Кон, открывший 

образование эндоспор, переименовал данный вид в Bacillus subtilis и отнес его к 

выделенному им роду Bacillus (Cohn, 1872). В 1876 году еще неизвестный тогда 

бактериолог Роберт Кох при поддержке Кона опубликовал в его журнале статью про 

возбудителя сибирской язвы B. anthracis (Koch, 1876). В 1895 Фишер выделил 

семейство Bacillaceae (Fischer, 1895), а в 1923 году был опубликован первый 

определитель Берджи, в котором уже упоминались бациллы (Bergey et al., 1923; 

Harwood, 1989; Slepecky and Hemphill, 2006; Sella et al., 2015).  

За последние 100 лет систематика бацилл претерпела большие изменения. 

Первоначально большое значение при классификации данных бактерий придавали 

морфологии спор, способности расти в аэробных условиях, а также другим 

отдельным физиологическим и экологическим свойствам. Большой вклад на данном 

этапе систематизации видов рода Bacillus внесли Гордон и Смит с коллегами (Smith 

et al., 1952; Gordon, 1981). С развитием молекулярной биологии в хромосомной ДНК 

представителей рода Bacillus выявили большое генетическое разнообразие. Это 

привело к перераспределению, выделению и открытию новых таксонов различного 

ранга (Priest et al., 1988; Slepecky and Hemphill, 2006).  

В определителе Берджи за 2009 г. было перечислено 19 родов в семействе 

Bacillaceae (Vos et al., 2009), а на данный момент их уже более 60 (Parte, 2018). Это 

в первую очередь обусловлено тем, что многие виды, относимые раньше к роду 

Bacillus, перевели в новые роды Virgibacillus, Solibacillus, Brevibacillus, Ectobacillus 

и др. (Shida et al., 1996; Heyndrickx et al., 1998; Mual eta al., 2016). Но даже несмотря 

на это число видов в роде Bacillus также растет и составляет уже более 370 (Caulier 

et al., 2019). Например, после полифазного таксономического исследования Jiménez 

et al. (2013) установили, что штамм B. cereus var. toyoi BCT-7112T – не подвид B. 
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cereus, а отдельный вид – B. toyonensis. А в 2020 году Sarr с коллегами доложили об 

открытии сразу 3-х новых штаммов в роде Bacillus: B. dakarensis, B. sinesaloumensis 

и B. massiliogabonensis. 

Изменения произошли и в более высоких таксонах. Долгие годы бацилл 

относили к типу Firmicutes (Fajardo-Cavazos et al., 2014; Леванова, Захарова, 2017), 

однако в 2021 году International Committee on Systematics of Prokaryotes установил, 

что все типы должны иметь латинское название, оканчивающееся суффиксом «-ota», 

а также оно должно быть заимствовано от одного из родов внутри этого типа. 

Поэтому тип Firmicutes переименовали в Bacillota из-за рода Bacillus (Oren and 

Garrity, 2021). Таким образом, в соответствии с современным систематическим 

положением бациллы бациллы включены в домен Bacteria, тип Bacillota, класс 

Bacilli, отряд Bacillales, семейство Bacillaceae, род Bacillus (LPSN – List of 

Prokaryotic names with Standing in Nomenclature).  

В ходе современных филогенетических исследований, основанных на 

изучении 16S рРНК, выявили пять групп близкородственных видов рода Bacillus: 

группы B. subtilis, B. cereus, B. megaterium, B. circulans и B. brevis (Berkeley et al., 

2002). Самыми изученными за счет давности открытия и практического значения 

являются первые две группы. В группу B. subtilis входят следующие виды: B. subtilis, 

B. licheniformis, B. pumilus, B. amyloliquefaciens, B. atrophaeus, B. axarquiensis, B. 

malacitensis, B. mojavensis, B. sonorensis, B. tequilensis, B. vallismortis и B. velezensis 

(Jeyaram et al., 2011; Alina et al., 2015). А в группу B. cereus – B. cereus, B. anthracis, B. 

thuringiensis, B. mycoides, B. toyonensis, B. pseudomycoides, B. weihenstephanensis, B. 

cytotoxicus (Liu et al., 2015; Ehling-Schulz et al., 2019).  

Морфолого-культуральные, физиолого-биохимические свойства бацилл 

К бактериям рода Bacillus относятся грамположительные палочки диаметр 

которых составляет 0,3–2,0 мкм, а длина – от 0,9 до 10,0 мкм. Расположение клеток 

– одиночное, парное или в цепочках (Федорова и др., 2016). Цитоплазма данных 

микроорганизмов может окрашиваться как равномерно, так и неравномерно 

(например, у B. megaterium) за счет обильного накопления запасных питательных 

веществ. Большинство бацилл подвижны, с перитрихальным расположением 

жгутиков (Logan, Vos, 2015). Среди неподвижных можно выделить B. anthracis, 

которая также способна образовывать капсулу (Еременко, 2008). 
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Еще одной отличительной особенностью бацилл является способность к 

спорообразованию. При обычном окрашивании споры легко различимы с 

вегетативными клетками, так как они преломляют свет и менее окрашены. 

Эндоспоры имеют овальную или цилиндрическую формы, образуются по 

бациллярному типу в неблагоприятных условиях и не служат для размножения. 

Основное назначение спор – придание клеткам бактерий устойчивости к различным 

типам стресса (Alina et al., 2015; Villarreal-Delgado et al., 2017). 

Способность образовывать эндоспоры повышает резистентность бактерий 

рода Bacillus к таким физическим воздействиям, как ультрафиолетовое и γ-

излучение, влажный и сухой пар, высушивание в условиях вакуума и пр. Высока 

устойчивость бацилл и к химическим токсикантам (кислотам, щелочам, фенолам, 

окислителям и др.) (Nicholson et al., 2000; Setlow, 2006; McKenney et al., 2012), в том 

числе к ряду антибиотиков пенициллинового ряда и других β-лактамов (Andrews & 

Wise, 2002; Owusu-Kwarteng et al., 2017). А B. cereus, например, может приобретать 

невосприимчивость к ципрофлоксацину, клоксациллину, эритромицину, 

тетрациклину и стрептомицину (Fiedler et sl., 2019). 

Большинство бацилл являются мезофиллами с температурным оптимумом в 

пределах 25–40 °C. Однако встречаются как психрофильные представители 

(например, B. psychrophilus, способная расти в диапазоне от 0 до 28 °C), так и 

термофильные (например, B. stearothermophilus с оптимумом от 60 до 70 °C) 

(Mattingly, Best, 1972; Паносян, 2008). Для многих бациллярных бактерий наиболее 

благоприятными условиями среды являются нейтральные (pH=7), но известны и 

алкалофильные, и ацидофильные виды. Так, B. acidocaldarius, которую в 1992 году 

переклассифицировали в род Alicyclobacillus, растет при pH=3, а для B. clausii 

пригодными значениями водородного показателя для роста являются – 8–10 единиц 

(Кашнер, 1981; Wisotzkey et al., 1992; Cenci et al., 2006).  

Не все бациллы способны расти в питательных средах с высоким 

содержанием NaCl (более 10 %). Так, штаммы B. subtilis оптимально развиваются в 

присутствии соли до 7 %, хотя встречаются представители, способные к росту и при 

10, и при 15 % хлорида натрия (Boch et al., 1994; Satapute et al., 2012). А Nielsen et al. 

(1995) установили, что штамм B. agaradhaerens толерантен к 16 % NaCl.  
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По отношению к кислороду бактерии рода Bacillus являются 

преимущественно аэробами, однако известны факультативные анаэробы (B. 

krulwichiae) и строгие анаэробы – B. infernus и B. arseniciselenatis (Boone, et al., 1995; 

witzer Blum et al., 1998; Yumoto, 2003; Федорова и др., 2016). В бульонах при 

стационарном культивировании аэробные бациллы растут с образованием пленки на 

поверхности среды. При перемешивании – вся культура мутнеет (Lu et al., 2018). 

Колониальная морфология бацилл на агаризованных средах чрезвычайно 

разнообразна как среди видов, так и внутри вида. Иногда даже колонии одного 

штамма могут казаться смешанной культурой. Большое влияние на их внешний вид 

оказывают условия инкубации (состав среды, время культивирования и пр.). 

Известно, что прорастающие споры и вегетативные клетки B. subtilis используют 

разные стратегии колонизации субстрата (Puzyr et al., 2002; Logan, Vos, 2015). Но, 

несмотря на это, колонии бактерий рода Bacillus легко узнаваемы: цвет – белый, 

серый или кремовый; форма – округлая или неправильная; край – ровный, 

волнистый или бахромчатый; профиль – бугристый, выпуклый или кратеровидный; 

консистенция – плотная или зернистая (Fujikawa, 1994; Vos et al., 2009). Например, 

для штамма B. toyonensis 15 из коллекции ИЦ «Промбиотех» характерна следующая 

морфология колоний: грязно-белый цвет, диаметр до 1,0–1,2 см, приподнятые, с 

неровным краем (Пат. 2693439).  Для некоторых видов характерна пигментация 

колоний, например, для B. atrophaeus (Burke et al., 2004; Alina et al., 2015). 

Фактически все виды бактерий рода Bacillus относятся к хемоорганотрофам и 

способны утилизировать различные типы субстратов из-за развитой 

полиферментной активности. Бациллы продуцируют амилазы, липазы, протеазы, 

оксидоредуктазы, лактамазы, целлюлазы, хитиназы, трансферазы и др. (Сафронова 

и др., 2006; Забокрицкий, 2015; Wu et al., 2018). Важным таксономическим 

признаком бациллярных бактерий является положительная реакция на каталазу 

(Carter, 1990; Babiker et al., 2017), однако существует ряд исключений, например, вид 

B. aeolius, у которого отсутствует данный фермент (Gugliandolo et al., 2003). 

Бациллы также известны за счет своей продукции аминокислот, в первую 

очередь – триптофана, аргинина и лизина (Краснопольский, Клещев, 2013; Новиков, 

2014). Jang et al. (2021) в ходе ферментации штаммами Bacillus spp. соевых бобов 

установили, что B. licheniformis и B. sonorensis активно синтезируют серин, треонин 
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и глутаминовую кислоту, а B. subtilis – аланин, аспарагин, глицин, лейцин, пролин, 

триптофан и лизин. Иногда для увеличения выхода микробных аминокислот 

применяются методы рекомбинантной ДНК и УФ-мутагенеза (Ikeda, 2005; Derkx et 

al., 2014). С помощью последней технологии Bjerre et al. (2016) получили штаммы B. 

subtilis, характеризующиеся сверхпродукцией триптофана.  

Бактерии рода Bacillus способны синтезировать различные витамины, в 

основном – группы B. Так, B. subtilis активно производит витамины B1 (тиамин), B2 

(рибофлавин), B5 (пантотеновую кислоту), B6 (пиридоксин) и B7 (биотин), а для 

производства B12 (кобаламина) используют виды B. megaterium и B. circulans 

(Mohammed et al., 2014; Карпунина, 2016; Su et al., 2020). Из жирорастворимых 

витаминов бациллы производят менахинон (K2). B. subtilis natto активнее производит 

этот витамин в статической культуре (Sato et al., 2001; Mahdinia et al., 2018).  

Наибольший интерес у исследователей вызывает способность бацилл 

продуцировать такие вторичные метаболиты, как антимикробные соединения. 

Установлено, что 4-5 % генома бактерии группы B. subtilis отвечает за производство 

противомикробных веществ (Stein, 2005; Caulier et al., 2019). Антимикробные 

метаболиты чаще всего представлены рибосомально и нерибосомально 

синтезируемыми пептидами. Реже определяются небелковые вещества с 

аналогичной активностью, например, поликетиды, аминосахара и фосфолипиды 

(Nakano, Zuber, 1990; Awais et al., 2010; Савустьяненко, 2016). 

Среди антибиотиков, продуцируемых бактериями рода Bacillus, наиболее 

известны бацитрацин, бацилизин, сурфактин, итурин, мерсацидин, субтилозин, 

неотрегалосадиамин и др. (Baruzzi et al., 2011; Tojo, et al., 2015: Stoica et al., 2019). 

Известно, что сурфактин проявляет и антивирусную активность, которая также 

отмечают для рибонуклеазы B. pumilus и гексадекановой кислоты, продуцируемой 

бациллами, как вероятного ингибитора основных протеаз коронавируса COVID-19 

(Shah Mahmud et al., 2017; Alam et al., 2021; Han et al., 2021). 

Бациллярные сурфактин и итурин проявляют себя и как вещества с 

фунгицидной активностью. Бактерии р. Bacillus продуцируют целый ряд различных 

по своей природе соединений с противогрибковыми свойствами: фенгицин, 

микосубтилин, летучие соединения (деканаль, бензол, пентадекан, метилпиразин и 
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др.), ферменты (хитиназа) и пр. (Gong et al., 2006; Yuan et al., 2012; Senol et al., 2014; 

Khan, et al. 2018; Desmyttere et al., 2019; He et al., 2020). 

Распространение и среда обитания бактерий рода Bacillus 

Для бацилл характерен широкий ареал обитания, и их можно отнести к 

космополитам (Федоров, 1974; Морозова и др., 2021). В соответствии с материалами 

на сайте Global Biodiversity Information Facility они распространены на Земле от 

Арктики до Антарктиды. Их выделяли из океана и на материках; как в зоне 

умеренного климата, так и засушливого. А наибольшая плотность обнаружения и 

выделения бактерий р. Bacillus коррелирует с плотностью населения людей (рисунок 

1).  

 

Рисунок 1 – Распространение выделенных штаммов Bacillus spp. на земной поверхности 

(https://www.gbif.org/ru/species/3227637) 

 

 Большинство бактерии рода Bacillus являются сапрофитами и обитают в почве 

(Henrici, 1934; Vilain et al., 2006; Brozel et al., 2011; Logan, Vos, 2015). Весомый вклад 

в изучение распространения бацилл внес советский ученый Мишустин (1954, 1972, 

1975). Он установил, что географический фактор, тип почвы, а также конкретный 

горизонт влияют на численность и видовой состав спорообразующих бактерий. 

Оказалось, что виды группы В. cereus (В. cereus и B. mycoides) преобладают в 

северных мерзлотных почвах, а групп B. subtilis и В. megaterium – в южных почвах 

(Мишустин, Мирзоева, 1966; Добровольский, Чернов, 2011; Семенов и др., 2019).   

 Высокая сохранность бактерий рода Bacillus в окружающей среде 

обусловлена их способностью к спорообразованию (Fritze, Claus, 1995; Семенов, 

Былгаева, 2015; Remize, 2017.). Поэтому диапазон источников выделения бацилл не 

ограничивается только почвой, а намного шире. Различные виды бактерий р. Bacillus 

можно обнаружить в воздухе и воде, на предметах обихода и продуктах питания 
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(Carter, 1990; Achi and Halami, 2016; Soni et al., 2016). Например, японские ученые 

выделили новый вид B. carboniphilus из воздуха (Fujita et al., 1996). А Martins с 

коллегами (2001) обнаружили в эфиопских содовых озерах B. agaradhaerens, B. 

cohnii, B. pseudofirmus, B. vedderi. Примечательно, что жизнеспособные споры 

бацилл (B. sphaericus) удалось выделить даже из древней пчелы, сохранившейся в 

янтаре и возрастом 25–40 миллионов лет (Cano, Borucki, 1995).  

Долгие годы считалось, что бациллы надолго не ассимилируют кишечник 

человека и не являются представителями его нормофлоры. Однако стали появляться 

исследования, свидетельствующие об обратном (Ramakrishna, 2007; Fakhry et al., 

2008; Hoyles et al., 2012; Sorokulova, 2013; Ilinskaya et al., 2017). Hong с коллегами 

(2009) установили, что из почвы можно выделить порядка 106 спор/г, а из фекалий 

человека – до 104 спор/г. По мнению ученых, такая высокая численность бактерий 

не может быть обусловлена только приемом пищи. Это позволило выдвинуть 

предположение, что бактерии рода Bacillus являются комменсалами людей.  

Взаимоотношения бацилл с другими микроорганизмами 

Бактерии рода Bacillus являются активными участниками микробных 

взаимодействий, для которых характерны как явления синергизма с нейтрализмом, 

так и антагонизма. Бациллы вступают во взаимоотношения с другими бактериями, 

грибами, вирусами, водорослями и простейшими (Logan, Vos, 2015). 

Представители семейства Bacillaceae в первую очередь зарекомендовали себя, 

как антагонисты к патогенным микроорганизмам животных и растений (Ефимова, 

Удалова, 2011; Сидорова и др., 2021). В основе этих взаимоотношений лежат 

различные механизмы: конкуренция за субстрат; изменение условий среды; 

выработка противомикробных соединений (Тарантул, 2009). 

Зарубежные ученые установили, что штаммы B. pumilus WP8 и Erwinia 

persicinus RA2 по отдельности отлично стимулируют рост томатов, но при 

совместном внесении они не обладают такими свойствами. Между данными 

бактериями возник конкурентный тип взаимоотношений. Это подтверждалось 

нарушением образования биопленок у обоих культур (Kang et al., 2014). 

За счет большого пула генов, кодирующих синтез разнообразных 

антимикробных веществ, у бацилл зафиксировали антибактериальную, 

нематицидную, антифунгальную и антивиральную активности. Так, Moore et al. 
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(2013) доказали, что 7 штаммов B. subtilis ингибируют рост различных 

представителей патогенов человека и животных родов Salmonella, Shigella и 

Staphylococcus. Другие зарубежные ученые продемонстрировали, что B. 

thuringiensis, B. cereus, B. subtilis, B. pumilus, B. firmus, B. toyonensis и B. brevis 

обладают антагонистической активностью по отношению к нематоде Caenorhabditis 

elegans (Zheng et al., 2016). 

Caulier et al. (2018) отобрали более 50 штаммов Bacillus spp., проявивших 

подавляющее действие на грибные фитопатогены растений, такие как Alternaria 

solani, Fusarium solani, P. infestans и Rhizoctonia solani. Коллектив бразильских 

исследователей доказал, что пептид, синтезируемый Bacillus sp., эффективен по 

отношению к вирусу лошадиного артериита и вирусу герпеса кошек первого типа. 

При этом эффект по отношению к аденовирусу собак второго типа, коронавирусу 

собак, вирусу чумы собак, парвовирусу собак второго типа, вирусу гриппа лошадей 

и калицивирусу кошек не зафикисровали (Silva et al., 2014). 

Однако не только бациллы могут оказывать подавляющее действие на другие 

микроорганизмы. Так, Шах Махмуд и др. (2017) выделили бактериофаг srt01hs B. 

altitudinis, который в разной степени поражал штаммы B. altitudinis, B. subtilis, B. 

cereus, B. pumilus, и не воздействовал на B. licheniformis и B. atrophaeus. А ученые из 

Дании подтвердили, что хищные амебоидные, жгутиковые и реснитчатые 

простейшие способны питаться и расти не только за счет поглощения вегетативных 

клеток B. cereus, но и их эндоспор. Также Santos et al. (2016) установили, что и 

некоторые бациллы выживают и размножаются внутри клеток протистов.   

Широко распространено среди бактерий рода Bacillus и сотрудничество с 

другими микроорганизмами. Отечественные ученые установили, что эпифитный 

штамм B. cereus находится в мутуалистических взаимоотношениях с Pseudomonas 

liquefaciens, Arthrobacter flavescens, A. album. Это определили за счет усиления роста 

каждого из 2-х штаммов при совместном выращивании (Ерина и др., 2015). 

Rojas-Solís с коллегами (2016) выяснили, что B. thuringiensis UM96 по-

разному взаимодействует со штаммами P. fluorescens UM16, UM240, UM256 и 

UM270. Если на твердых средах наблюдалось скорее нейтральное взаимоотношение 

бактерий, то при инокуляции консорциумов культур при проращивании физалиса 

выявили, что только композиция B. thuringiensis UM96 + P. fluorescens UM256 
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сохраняет стимулирующий эффект на развитие проростков. Во всех остальных 

случаях положительное воздействие псевдомонад ингибировалось бациллами.  Это 

указывает на важность подбора биосовместимых штаммов. 

Синергизм P. fluorescens FAP2 and B. licheniformis B642 зафиксировали Ansari 

и Ahmad (2019). Ученые выявили, что при совместном культивировании штаммы не 

угнетали друг друга, а при инокуляции консорциума в ризосферу пшеницы 

наблюдались отличная колонизация корней обоими культурами и значительное 

усиление вегетативного роста, а также фотосинтетических параметров по сравнению 

с контролем и инокуляцией штаммов по отдельности. 

Бациллы вступают в синергичные взаимодействия не только с бактериями, но 

и грибами, а также водорослями. Так, Win et al. (2021), разработали консорциум на 

основе B. subtilis, B. velezensis и Penicillium sp., который эффективнее боролся с 

болезнями банана, вызываемыми F. oxysporum и Alternaria sp., по сравнению со 

штаммами по отдельности.  Ученые с Тайваня также доказали, что 

поликомпонентный пробиотик для креветок на основе Lactobacillus pentosus BD6, L. 

fermentum LW2, B. subtilis E20 и Saccharomyces cerevisiae P13, эффективнее 

улучшает состояние здоровья и производительность ракообразных, чем 

монокультуры этих штаммов (Wang et al., 2019). Al-Deriny с коллегами (2020) 

показали, что Spirulina platensis и B. amyloliquefaciens при совместном скармливании 

тилапии способствуют увеличению прироста биомассы и удельной скорости роста у 

рыб по сравнению с использованием при кормлении только одной добавки.  

Взаимоотношения бацилл с животными 

Большинство бактерий рода Bacillus безопасны для животных (Logan, Vos, 

2015). Однако есть несколько видов, относящихся к паразитам млекопитающих и 

насекомых. Самым опасным представителем является B. anthracis, продуцирующая 

токсины и вызывающая болезнь антракс у сельскохозяйственных и диких животных, 

а также человека (Черкасский, Лаврова, 1969; Moayeri et al., 2015). А B. cereus 

провоцирует пищевые отравления и различные инфекции не только желудочно-

кишечной локализации (Bottone, 2010). Но, несмотря на это, некоторые безопасные 

штаммы данной бактерии используют в качестве основных компонентов 

пробиотических препаратов за счет их полезных свойств (Gil-Turnes et al., 1999; 

Похиленко, Перелыгин, 2007; Nwagu et al., 2020). 
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 К патогенам насекомых относят B. thuringiensis и B. sphaericus, способные 

продуцировать специфичные токсины. С середины XX века по всему миру стали 

активно выпускаться инсектициды на основе штаммов B. thuringiensis (Lord, 2005; 

Кандыбин и др., 2009), и в настоящий момент порядка 75 % биопестицидов на рынке 

содержат данный вид бацилл, который безопасен для человека и теплокровных 

животных (ГОСТ 33980-2016; Белоусова, 2019). А вид B. sphaericus стал активно 

изучаться только во второй половине XX и получил известность за счет токсичности 

для личинок комаров. На его основе также выпускается ряд биологических 

инсектицидов (Baumann et al., 1991; Park et al., 2010). 

 Многие виды бацилл (B. thuringiensis, B. subtilis, B. cereus, B. amyloliguefaciens, 

B. siamensis и др.) обладают нематицидной активностью за счет синтеза токсинов. 

Это свойство бактерий р. Bacillus также активно используется в сельском хозяйстве 

(Романенко и др., 2008; Gao et al., 2016; Бугаева и др., 2018; Hussain et al., 2020).  

 Более распространено среди бацилл нейтральное или позитивное воздействие 

на животных. Причем оно может быть непосредственным, опосредованным. Это 

поспособствовало созданию пробиотиков на основе бактерий рода Bacillus 

(Похиленко, Перелыгин, 2007; Феоктистова и др., 2017). Савустьяненко А. В. (2016) 

выделил 4 механизма действия пробиотических препаратов на основе бацилл на 

животные макроорганизмы: продукция антимикробных веществ; усиление 

различных видов иммунитета; стимулирование нормофлоры желудочно-кишечного 

тракта; синтез ферментов пищеварения. 

 Самым популярным компонентом споровых пробиотиков является B. subtilis, 

однако появляется все больше биопрепаратов, содержащих и другие виды бацилл – 

B. pumilus, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens, B. cereus, B. toyonensis и пр. (Gil-

Turnes et al., 1999; Hong et al., 2005; Luan et al., 2015; Singh et al., 2017; Markowiak, 

Slizewska, 2018; Opriessnig et al., 2019). За счет своего положительного воздействия 

на макроорганизмы бактерии рода Bacillus нашли широкое применение в медицине, 

ветеринарии, животноводстве и аквакультуре.  

Споровые пробиотические препараты употребляются людьми, а также 

вскармливаются крупному рогатому скоту, свиньям, птице, кроликам, рыбам, 

креветкам, домашним питомцам и другим животным (Ziaei-Nejad et al., 2005; 

Севрюков и др., 2013; Абрамкова, 2015; Du et al., 2018; Lee et al., 2019; Bilal et al., 
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2021; Mancini, Paci, 2021; Sivamaruth et al., 2021). Наблюдается ряд положительных 

эффектов, связанных с применением препаратов с бациллами. Среди них –

увеличение массы тела, улучшение усвояемости пищи, усиление устойчивости к 

инфекциям, снижение смертности и пр. (Pinheiro et al., 2007; Cruz et al., 2012; Amoah 

et al., 2019; Sekar et al., 2019). Однако ряд исследований указывает на отсутствие как 

положительного, так и отрицательного эффектов от применения пробиотиков с 

бациллами (Hanifi et al., 2015; Kristensen et al., 2016; Mayor, 2016). 

Бациллы могут оказывать благотворное воздействие на животные организмы 

не только при непосредственном оральном применении. Так, в Беларуси выпускают 

препарат на основе B. subtilis «Ветоспорин», предназначенный для профилактики и 

терапии инфекций кожи и копыт сельскохозяйственных животных (Сверчкова, 

Коломиец, 2014). А отечественными учеными предложен препарат «Биомастим», 

состоящий из штаммов B. subtilis и Enterococcus faecium, который обладает 

профилактической эффективностью против мастита у коров, а также 

ранозаживляющим действием (Пат. РФ № 2560277; Дятлов, 2021). 

 Взаимоотношения бацилл с растениями 

 Микроорганизмы, в частности бациллы, находятся в непрерывном контакте с 

растительными организмами, так как они являются естественной и благоприятной 

средой обитания для многих микробов в виду продукции питательных субстратов. 

Различают эпифитную или микрофлору филлосферы (филлопланы, карпосферы и 

пр.), распространенную на поверхности листьев, плодов и других надземных 

органов растений, а также ризосферу, представляющую собой тонкий почвенный 

слой, окружающий корни, и ризоплану – поверхность корня. Еще выделяют 

эндофитные микроорганизмы, населяющие внутренние ткани здоровых растений 

(Whipps et al., 2008; Благовещенская, 2015; Феоктистова, 2016; Dong et al., 2019).  

Во всех перечисленных выше экологических нишах встречаются 

представители рода Bacillus, сожительствующие со многими растениями. Так, 

эндофитные штаммы B. subtilis, B. cereus и B. thuringiensis выделялись из корней и 

клубеньков бобовых культур (маша, нута и др.) (Tariq et al., 2012; Васильева и др., 

2019). На поверхности цветков, карпосферы малины, груши и пр. обнаруживали 

штаммы В. megaterium, В. mesentericus, В. mycoides, В. subtilis (Заикина, 2008).  
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Велика численность бацилл и в ризосфере различных растений. Из слоя почвы 

возле корней сои выделяли такие виды, как B. pumilus, B. subtilis, B. cereus, B. 

sphaericus, из ризопланы чайных кустов – B. subtilis и B. mycoides, ризосферы 

картофеля – B. simplex и B. aryabhattai и др. Примечательно, что бактерии рода 

Bacillus зачастую являются доминантными представителями микрофлоры растений 

(Pandey, Palni, 1997; Wahyudi et al., 2011; Liu et al., 2017).     

Не только растения оказывают положительное воздействие на 

микроорганизмы за счет синтеза органических соединений, выступающих в 

качестве питательных веществ, но и микробы способны стимулировать 

растительные организмы. Прокариот, которые способствуют росту и развитию 

растений, в настоящее время называют PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria), 

к ним в том числе относятся бациллы (Боронин, 1998; Compant et al., 2005; Mendes 

et al., 2013; Backer et al., 2018). Леонтьевская (2014) сформулировала 4 основных 

механизма, за счет которых бактерии стимулируют растения: продукция 

фитогормонов; антагонистическая активность по отношению к фитопатогенам; 

активация растворения фосфатов; усиление поглощения минеральных веществ. 

 Отечественные ученые установили, что B. subtilis повышает устойчивость 

растений к действию такого тяжелого металла, как никель. Это объясняется 

усилением активности ферментов растительных организмов (Курамшина и др., 

2016). Beltran-Garcia et al. (2014) доказали, что штамм B. tequilensis способен 

переводить азот в легкоусвояемую для растений форму.  

Зачастую бациллы реализуют сразу несколько механизмов по 

стимулированию растений. Так, Malfanova et al. (2011) установили, что штамм B. 

subtilis HC8 стимулирует рост корней редьки за счет синтеза гиббереллинов, и также 

защищает томаты от томатной пятнистости и корневой гнили благодаря продукции 

антимикробных липопептидов. Артамонова (2017) продемонстрировала, что В. 

subtilis не только синтезирует гиббереллиновую кислоту, но и проявляет 

антагонистическую активность против возбудителей угловатой пятнистости и 

мягкой гнили тыквы. Mazylyte et al. (2022) выяснили, что штамм Bacillus sp. MVY-

004 солюбилизирует фосфаты и синтезирует индол-3-уксусную и гиббереллиновую 

кислоты. Узбекистанский ученый Egamberdiyeva (2007) доказала, что штамм B. 

polymyxa BcP26 стимулирует поглощение P, K и N корнями кукурузы в почве с 
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дефицитом питательных веществ, а также повышает устойчивость растения в 

условиях засухи и солевого стресса. 

Недавним открытием стало то, что бактерии, в частности бациллы, способны 

воздействовать на вирулентность фитопатогенных микроорганизмов. Зарубежные 

ученые установили, что фермент B. thuringiensis, разрушающий сигнальные 

молекулы чувства кворума, может снижать вирулентность E. carotovora в корневой 

системе перца (Park et al., 2008; Kumar et al., 2011).  

Фитопатогенные виды в семействе Bacillaceae фактически отсутствуют. Они 

преимущественно вызывают гнили, но только при благоприятных условиях или 

сильном ослаблении растительных организмов (Горленко, 1966). Так, Стогниенко О. 

И. (2018) определила, что B. mesentericus и B. mycoides обнаруживаются на втором 

этапе патогенеза при сильном увядании хвоста сахарной свеклы, после токсичного 

воздействия на растительные ткани F. oxysporum и Erwinia sp.  Зарубежные 

исследователи установили, что B. megaterium – возбудитель бактериального ожога 

люпина (Lupinus termis). Но выделенные изоляты данных бацилл не вызывали снова 

болезни на 17 изученных видах растений (Abdel-Monaim et al., 2012). 

Таким образом, открытие, первичная классификация и изучение основных 

свойств бацилл пришлись на период становления микробиологии как 

самостоятельной науки (XIX – XX вв.). Однако динамичное развитие учения о 

систематическом положении, свойствах и практическом применении бактерий рода 

Bacillus продолжается и в наше время, о чем свидетельствуют новые 

многочисленные открытия. 

 

1.2. Болезни растений 

Определение и классификация болезней растений 

Под болезнью растений в соответствии с ГОСТ 21507-2013 понимают 

нарушение нормального метаболизма в клетках, органах и целых растениях в 

результате воздействия фитопатогенных организмов, неблагоприятных факторов 

окружающей среды или их совместного влияния. Болезни с свою очередь 

подразделяются на неинфекционные (непаразитарные) и инфекционные 

(паразитарные). Первые возникают под воздействием неблагоприятных 

абиотических факторов окружающей среды, а последние вызывают фитопатогенные 
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организмы: микроорганизмы, растения–паразиты или паразиты из животного мира 

(насекомые, нематоды и пр.), которых чаще называют вредителями (Гайстер, 1934; 

Кузьмичев и др., 2004; Бабамурадова, 2018; 

https://www.pesticidy.ru/dictionary/Plant_disease, 2022). 

 Внешние проявления болезней, в независимости от того, чем или кем они 

вызваны, подразделяются на несколько симптомов или типов болезней. Самые 

распространенные их них – гнили, при которых происходит разрушение или 

размягчение тканей растений; пятнистости и ожоги, характеризующиеся 

образованием отмерших фрагментов разных форм и размеров на пораженных 

органах; налеты, представляющие из себя мицелий или спороношение 

микромицетов на пораженных растениях, а также изменение окраски листьев. 

Помимо этого, выделяют и другие симптомы, среди которых карликовость, 

увядание, опухоли и наросты, деформации, язвы, мумификация, пустулы, головня и 

пр. (Horst, 2001; Шкаликов и др., 2010; Назаров и др., 2020). 

 Непаразитарные болезни, в отличие от инфекционных, не передаются от 

одного растения к другому. Причиной их возникновения могут быть избыток или 

недостаток воды, микро- и макроэлементов, света; загрязненность и кислотность 

почвы; температура, а также град и пр. Например, при сухих жарких ветрах 

происходит увядание растений и некроз листьев, а при недостатке меди – хлороз 

молодых листьев. Для одной болезни зачастую характерен спектр симптомов, хотя 

и выделяются основные. Непаразитарные болезни, вызывая ослабление растений, 

могут поспособствовать возникновению инфекций. В данном случае говорят о 

сопряженных болезнях. Примером может послужить развитие сухой гнили свеклы, 

возбудителем которой является Phoma betae, в условиях недостатка бора (Чикин, 

2001; Сычева, 2012; Белошапкина и др., 2017; Хуррамов, Нуралиев, 2018). 

 Инфекционные болезни, вызываемые микроорганизмами, в зависимости от 

возбудителя подразделяются на грибные (микозы), бактериальные (бактериозы) и 

вирусные (вирозы) (Горленко, 1966; Александров, 2011; Власов и др., 2016; Zhang et 

al., 2020). В классификации заболеваний растений существуют и другие подходы. 

Например, в зависимости от того, какой орган поражается, выделяют локальные 

болезни семян (плесневение семян, вызываемое грибами родов Alternaria, Fusarium, 
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Rhizopus и др.), корней (бактериальный рак корней, вызываемый Agrobacterium 

tumefaciens), плодов (деформация плодов черемухи, вызываемая Taphrina padi) и др.  

Когда болезни поражают все части растения или большую их часть говорят о 

системных (общих) инфекциях. К ним относится бактериальное увядание 

подсолнечника, возбудитель которого – Ralstonia solanacearum (Каратыгин, 2002; 

Бородин и др., 2012; Матвиенко, Константинова, 2018; Лазарев и др., 2020). 

 Еще одним критерием для классификации болезней является то, к какой 

культуре или группе относится пораженное растение. Например, существуют 

заболевания овощных (инфекция, вызываемая вирусом зеленой крапчатой мозаики 

огурца), зерновых (стеблевая ржавчина, возбудитель – микромицет Puccinia 

graminis), ягодных (монилиальный ожог, возбудителем которого являются 

представители рода Monilia) культур, древесных пород (сосудистый микоз, 

вызываемый грибами рода Ceratocystis) и др. (Гультяева и др., 2007; Гнутова, 

Толкач, 2009; Хвасько, 2013; Колмыкова, 2020). 

 Кроме того, болезни растений могут протекать в острой или хронической 

форме. В первом случае заболевание развивается в течение одного вегетационного 

периода (фитофтороз картофеля, вызываемый оомицетом P. infestans), а во втором – 

может затягиваться на годы (черный рак яблони, возбудитель – гриб Sphaeropsis 

malorum) (Сычева, 2012; Головин, 2020; Mbewe et al., 2021). 

Краткая характеристика некоторых возбудителей заболеваний растений 

 Известно, что более 60 % возбудителей болезней растений передается через 

семенной материал. Заражение семян может происходить как в период вегетации, 

так и во время уборки, обработки или при хранении. Высокая влажность является 

одним из основных факторов обсеменения фитопатогенами и развития инфекций 

посевного материала (Апаева, Чипурнова, 2019; Черткова, 2021). 

 Около 80 % болезней растений вызвано микромицетами. Самыми 

распространенными инфектантами семян являются полевые грибы родов Fusarium, 

Alternaria, Bipolaris и др., а также плесени хранения родов Penicillium, Aspergillus, 

Rhizopus и Mucor (Сокирко и др., 2014; Коняева и др., 2016; Дроздова и др., 2017; 

Матвиенко, Константинова, 2018 Johnston-Monje et al., 2021; Tkalec et al., 2022). 

Бактериозы на семенах встречаются реже, чем микозы. Бактериальные 

инфекции зачастую бывают вторичными, возникающими в отмерших тканях 
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семядолей из-за избыточного увлажнения. К основным возбудителям бактериозов 

семян и вегетирующих растений относят бактерии родов Pseudomonas, Clavibacter, 

Xanthomonas и Erwinia (Tancos et al., 2013; Dutta et al., 2014; Зеленцов и др., 2021).  

Заболевания растений, вызываемые грибами р. Fusarium, называются 

фузариозами. Данные микромицеты долгое время относили к Несовершенным 

грибам, но в соответствии с современной классификацией они являются анаморфной 

стадией Аскомицетов родов Gibberella, Albonectria и Haematonectria. Для 

фузариевых грибов характерны макроконидии серповидной или веретеновидной 

формы, мицелий от белого до красновато-розового цвета. Наиболее известными 

патогенными видами являются – F. oxysporum, F. solani и F. graminearum. 

Фитопатогенные микромицеты рода Fusarium вызывают такие заболевания, как 

фузариозная корневая гниль злаков, фузариоз семян и початков кукурузы, корневая 

гниль и увядание лука и др. (Гагкаева, Гаврилова, 2009; Гагкаева и др., 2011; 

Церковная, 2012; Белошапкина и др., 2017; Соколова, 2019; Soleha et al., 2021). 

Причиной альтернариозов являются грибы рода Alternaria, которые также 

переклассифицировали из отдела Deuteromycota в Ascomycota. Для анаморфной 

стадии этих микромицетов характерно образование многоклеточных конидий 

яйцевидно-цилиндрической формы, мицелий окрашен в оливково-бурые цвета. 

Определено более 350 видов альтернарий, однако их идентификация все еще 

проблематична. Распространены как сапрофитные, так и патогенные представители. 

К наиболее известным фитопатогенным видам можно отнести A. alternata, A. 

brassicae, A. solani и др. Данные грибы в основном вызывают альтернариозы у 

растений из семейств Крестоцветные, Пасленовые и Злаки (Woudenberg et al., 2013; 

Марченко, 2014; Ганнибал, Новичкова, 2015; Далинова и др., 2020). 

При несоблюдении правил хранения и повышенной влажности семян 

происходит их плесневение, вызванное грибами родов Penicillium и Aspergillus. 

Данные микромицеты также относятся к высшим сумчатым грибам и отличаются 

между собой строением конидиеносцев – у пенициллов они более разнообразны и в 

верхней части имеют форму «кисточки», а у аспергиллов на верхушке есть 

утолщение или так называемый пузырь. Мицелий этих микромицетов 

септированный, его цвета достаточно разнообразны (зеленые, голубые и др.). Грибы 

родов Penicillium и Aspergillus при поражении семян снижают их технические 
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свойства и продуцируют микотоксины, опасные для человека и животных. Так, A. 

flavus производит афлатоксин, P. expansum – патулин, а A. ochraceus и A. niger 

синтезируют охратоксины (Елинов, 1989; Afzal et al., 2013; Zulkifli, Zakaria, 2017; 

Ефимочкина и др., 2019; Исемберлинова и др., 2020; Лекомцева, Малозёмов, 2021) 

Плесневение семян вызывают также грибы родов Rhizopus и Mucor, которые 

ранее относили к Зигомицетам, но не так давно выделили в отдел Mucoromycota. Для 

данных микромицетов характерно несептированное строение мицелия, и у р. 

Rhizopus спорангиеносцы образуются пучками. Одним из самых известных 

заболеваний, вызываемых этими грибами, является сухая гниль корзинок 

подсолнечника. Инфектантами являются R. oryzae, R. stolonifer и R. microsporus 

(Бородин и др., 2007; Бородин и др., 2012; Spatafora et al., 2016; Walther et al., 2019). 

Среди грамположительных инфектантов семян известны бактерии рода 

Clavibacter, лишь в конце прошлого века выделенные из рода Corynebacterium. 

Типовым видом считается C. michiganensis, поражающий представителей семейства 

Пасленовые. Подвид C. michiganensis subsp. sepedonicus вызывает кольцевую гниль 

картофеля, а C. michiganensis subsp. michiganensis – бактериальный рак томата 

(Tancos et al., 2013; Лазарев и др., 2014; Граскова и др., 2018; Han et al., 2018). 

Вредоносными возбудителями бактериоза являются грамотрицательные 

палочки рода Xanthomonas, инфицирующие более 400 видов растений (злаковых, 

пасленовых и др.). Фитопатогенных ксантомонад известно порядка 27 видов, а 

типовым является – X. campestris. Данные бактерии передаются с посевным 

материалом и вызывают черный бактериоз злаков (X. translucens), бактериальный 

ожог риса (X. oryzae pv. oryzae), бактериальную пятнистость листьев сливы (X. 

arboricola) и др. (Игнатов и др., 2010; Егорова и др., 2014; An et al., 2020). 

Для контроля фитопатогенов растений применяются представители рода 

Pseudomonas, например, P. fluorescens. Но среди псевдомонад известны и 

патогенные виды. P. syringae – одна из наиболее изученных и распространенных 

фитопатогенных бактерий, которая обитает в филлосфере и распространяется с 

семенами. На данный момент известно более 60 патоваров, заражающих разные 

растения. Так, P. syringae pv. pisi вызывает бактериальный ожог гороха, а P. syringae 

pv. atrofaciens – базальный бактериоз пшеницы (Конурбаева, Доолоткельдиева, 

2008; Benlioglu et al., 2010; Xin et al., 2018; Butsenko et al., 2020). 
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Грамотрицательная палочка E. herbicola является представителем эпифитной 

нормофлоры семян, составляя до 90 % от общего числа бактерий. Ее преобладание 

в микрофлоре зерна является показателем его доброкачественности. Однако, в роде 

Erwinia есть и ряд патогенных для растений видов – E. amilovora, E. rhapontici и E. 

carotovora. Хотя некоторые из них не так давно переклассифицировали. Например, 

E. carotovora теперь относится к роду Pectobacterium. Данная бактерия вызывает 

«черную ножку» или бактериальную мягкую гниль картофеля (Шабурова и др., 

2008; Леонтьевская, 2014; Рыскалиева и др., 2018). 

Методы защиты растений от болезней и вредителей 

 В эпифитотийные годы потери урожая от инфекционных заболеваний могут 

достигать 50 % и более (Сокирко и др., 2014). Для профилактики и борьбы с 

болезнями и вредителями растений существует целый ряд разработанных 

мероприятий. Опираясь на работы Ертаевой и др. (2015), а также Дорохова и др. 

(2021) можно выделить следующие известные в современности методы защиты 

растений: механические; агротехнические, селекционно-генетические; физические; 

химические; биологические; карантинные. 

Механические методы являются одними из самых древних. К ним относят 

непосредственный сбор вредителей вручную или с помощью техники, установку 

преград, удаление поврежденных побегов и др. Данные мероприятия экологически 

безвредны и просты в применении, но очень трудоемки, поэтому ограничены в 

распространении (Коготько и др., 2016; Зейрук и др., 2020; Зотиков, 2021). 

Физические методы основаны на воздействии физических факторов, таких 

как температура, излучения, ультразвук. В качестве примера можно привести 

применение электромагнитных излучений при борьбе с колорадским жуком, сушку 

семян для профилактики и истребления вредителей и возбудителей инфекций и др. 

В качестве недостатка можно выделить то, что применяемые устройства не 

обладают селективным воздействием только на вредоносные организмы (Родионов, 

Нугманов, 2019; Никуличев, 2020; Дорохов и др., 2021). 

Агротехнические методы защиты растений зачастую относят к 

основополагающим. Они включают сроки посева, севообороты, обработку почвы 

(например, боронованием) и множество других приемов. Все эти техники 

необходимы для создания условий, благоприятных для целевых культур и 
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неблагоприятных для развития вредных организмов. Агротехнический контроль в 

общем экологически безопасен, но его важно применять осознанно. Эффект от 

использования агроприемов зачастую неоднозначен. Например, вспашка создает 

неблагополучные условия для фитопатогенных организмов, но также она опасна для 

применения в регионах с подверженной эрозии почвой (Зазимко, Долженко, 2011; 

Власенко, Коротких, 2012; Андреев, Марьина-Чермных, 2018; Санин, 2021). 

Химические методы защиты растений являются одними из самых 

дискуссионных в виду экологической небезопасности большинства из них. Стоит 

вспомнить инсектицид ДДТ, который, несмотря на высокую эффективность и 

дешевизну производства, оказался способным к накапливанию в окружающей среде 

и токсичным для теплокровных животных, в том числе человека. Еще к одному 

недостатку химических пестицидов стоит отнести то, что их многкратное 

применение приводит к возникновению резистентности у фитопатогенных 

организмов. Современное развитие химических технологий для сельского хозяйства 

нацелено на разработку малоопасных препаратов с высокой селективностью и 

эффективностью, например, элиситоров, которые повышают устойчивость растений 

к возбудителям инфекций и вредителям. Использование пестицидов в нашей стране 

регламентируется Федеральным закон «О безопасном обращении с пестицидами и 

агрохимикатами» от 19.07.1997 N 109-ФЗ и «Государственным каталогом 

пестицидов и агрохимикатов, разрешенных к применению на территории 

Российской Федерации». В справочнике перечислены химические и биопестициды 

(Гниненко, 2013; Илларионов, 2014; Слинкина, 2017; Сухорученко и др., 2020). 

Биологические методы базируются на использовании специфичных 

хищников, паразитов и представителей полезной микрофлоры в качестве 

биологических агентов, эффективных при борьбе с возбудителями инфекций и 

вредителями растений. Биологические приемы также включают применение 

аттрактантов и репеллентов для дезориентации насекомых, а биопрепараты на 

основе микроорганизмов и их метаболитов могут выступать в качестве удобрений и 

стимуляторов роста растений. Среди достоинств биологических средств можно 

выделить то, что они экологически безопасны, не накапливаются в окружающей 

среде, не вызывают привыкания. Но также биопрепараты менее губительны для 
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фитопатогенов, чем химикаты, и достаточно трудоемки для производства (Франк, 

Кищенко, 2008; Логвинова, Булгакова, 2019; Комарова и др., 2021; Новиков, 2021). 

Селекционно-генетические методы имеют направленность на разработку 

устойчивых к действию вредителей и патогенных микроорганизмов сортов 

растений. Реже предполагают внедрение в естественную среду неполноценных 

вредных организмов. Эти техники основаны на генной инженерии, гибридизации, 

полиплоидии и мутагенезе. Селекционный контроль является экологически 

безопасным приемом и позволяет создавать защищенные сорта растений для 

различных климатических зон. Однако, зачастую сорта, которые не восприимчивы 

к одним инфекциям, могут быть сильно подвержены воздействию других. Кроме 

того, данный метод защиты растений достаточно трудоемок и требует 

продолжительного срока реализации. Не все исследователи относят селекционно-

генетические приемы к биологическим методам, так как их действие чаще 

направлено на сами культурные растения, а не на угнетение вредителей 

(Логвиновский, 2005; Санин, 2010; Шашко, 2010; Ертаева и др., 2015). 

Карантинные методы включают в себя государственные мероприятия, 

направленные на предотвращение проникновения карантинных фитопатогенных 

организмов и ликвидацию карантинных объектов. В РФ для регулирования этого 

вопроса существует ФЗ «О карантине растений» от 21.07.2014 N 206-ФЗ. Для 

реализации карантинных приемов необходимо опираться на остальные техники 

(Воронин и др., 2014; Куделькин, 2019; Сычёва, Земченкова, 2019).  

С учетом всех достоинств и недостатков вышеперечисленных методов можно 

заключить, что ни один из них не является самодостаточным и главным. В целях 

эффективной и безопасной для окружающей среды защиты растений необходимо 

комплексное использование и развитие всех типов применяемых мероприятий. 

Интегрированная защита растений, начавшая формироваться в нашей стране еще в 

70-х годах прошлого века, по мнению академиков Жученко А. А., Соколова М. С. и 

Долженко В. И. должна перейти к адаптивно-интегрированной. Данная 

фитосанитарная система подразумевает агроэкосистемный подход, сохранение 

биоразнообразия, снижение отрицательного воздействия защитных мер на 

нецелевые организмы в том числе за счет применения биопрепаратов (Зазимко, 

Долженко, 2011; Зубков, 2014; Долженко, 2018).  



31 

 

 

Выбранный вектор развития защиты растений соответствует приоритетным 

направлениям научно-технологического развития России согласно Указу 

Президента РФ № 642 от 01.12.2016 г. Разработка и внедрение новых химических и 

биологических препаратов для растениеводства поспособствуют переходу к 

высокопродуктивному и экологически безопасному сельскому хозяйству. 

 

1.3. Микробные препараты для растениеводства 

Определение и классификация микробных препаратов 

Под микробиологическими препаратами чаще всего понимают живые клетки 

микроорганизмов, реже – их метаболиты. Подбор действующих штаммов для 

биопрепаратов осуществляется на основании селекции или генетической 

модификации по полезным свойствам. Активные ингредиенты биологических 

средств могут находиться в культуральной жидкости, наноситься на носители или 

смешиваться с наполнителями (Тихонович и др., 2005; Старовойтова, Скроцкая, 

2013; Муродова, Давранов, 2014; Тишков и др., 2015). 

Существует множество подходов в классификации микробных препаратов. 

По природе действующего компонента микробиологические средства выпускаются 

на основе вирусов, бактерий, грибов и их метаболических соединений. Среди 

активных составляющих биологических средств для растениеводства особенно 

популярны микромицеты рода Trichoderma («Стернифаг», «Глиокладин» и др.), а 

также бактерии родов Pseudomonas («Планриз», «Бинорам» и др.) и Bacillus 

(Горбунов, 2011; Зиганшин, Сироткин, 2017; Джалилов, 2018).  

В зависимости от количества используемых штаммов в биопрепарате они 

бывают монокомпонентными (содержат 1 штамм) и поликомпонентными (содержат 

2 и более штамма), их еще называют симбиотики из-за симбиотических отношений 

между действующими агентами препарата. Так, «Гамаир» базируется на штамме B. 

subtilis М–22 ВИЗР, а «Бифиформ» на консорциуме из штаммов Bifidobacterium 

longum и E. faecium (Новиков, 2009; Леонов, 2018). 

Биопрепараты нашли широкое использование в различных отраслях 

народного хозяйства. В связи с этим по областям применения выделяются 

медицинские микробные средства («Линекс», «Хилак Форте» и др.,), препараты для 

животных и ветеринарии («Проваген», «Олин», «Моноспорин» и др.), а также 
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растениеводства («Азотобактерин», «Ризоторфин» и др.). Микробы применяют для 

деструкции нефти в почве («Экобел», «Родобел-ТН» и др.) и пр. (Фатина, 2007; 

Котова и др., 2012; Абрамкова, 2015; Клишевич и др., 2018; Гуревич и др., 2019). 

Микробные средства для человека и животных в общем виде подразделяются 

на пробиотики («Аципол», «Бифиформ» и др.), синбиотики («Максилак», 

«Нормофлорин-Л» и др.) и метабиотики («Бактистатин», «Дайго» и др.). Первые 

содержат полезные микроорганизмы, вторые помимо пробиотического компонента 

усилены пребиотическим, а последние представляют из себя продукты метаболизма 

микробов (Чичерин и др., 2016; Плотникова, Захарова, 2018; Шендеров и др., 2018).  

Микробиологические препараты для растениеводства могут выступать в 

качестве биопестицидов, биоудобрений («Азофит», «БисолбиФит» и др.) и 

регуляторов роста растений («Мицефит», «Бинорам» и др.). Пестициды в 

зависимости от фитопатогенного объекта, на который направлено их действие, 

подразделяются на инсектициды (против насекомых), фунгициды (против 

микромицетов), акарициды (против клещей), нематициды (против круглых червей), 

родентициды (против грызунов) и гербициды (против сорных растений). 

Биопестициды с микробиологическим началом в основном представлены 

биоинсектицидами и биоакарицидами («Лепидоцид», «Битоксибациллин» и др.), а 

также биофунгицидами («Елена», «Алирин-Б» и др.). Зачастую, биопрепараты могут 

обладать комплексным действием (Петров, Чеботарь, 2002; Штерншис и др., 2004; 

Минаева и др., 2018). Микроорганизмы используются также для силосования 

растительных остатков («Лаксил-МС», «Биосил» и др.) (Коломиец, 2018). 

Биопрепараты на основе микроорганизмов также можно классифицировать по 

форме выпуска. Наиболее распространены жидкие препараты («Лептоцид», 

«Биослип» и др.), представляющие собой культуральную жидкость микробов. Для 

их производства не требуется проведение дополнительных операций по очистке, но 

у них ограниченный срок хранения. Помимо этого, существуют порошкообразные 

(«Биоверт»), таблетированные («Алирин-Б», ТАБ), пастообразные («Фитоспорин-

М», ПС) и другие формы биопрепаратов. Их производство уже более энерго- и 

трудозатратно, но данные формуляции действующего компонента позволяют 

продлить срок годности и обеспечить различные технологии применения микробных 
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препаратов (Саламатова и др., 2010; Штерншис, 2012; Кожемяков и др., 2015; 

Государственный каталог пестицидов и агрохимикатов…, 2022). 

Биотехнология производства препаратов на основе микроорганизмов 

Разработка биотехнологии производства микробных биопрепаратов 

начинается после отбора наиболее активных штамма или штаммов с требуемыми 

свойствами. Дальнейший технологический процесс в промышленных масштабах 

состоит из нескольких этапов: подбор питательных сред; подготовка посевного 

материала; отработка режимов ферментирования в биореакторах; выделение и 

очистка целевого продукта; разработка технологии получения препаративной 

формы (Новиков, 2014; Сулейманов, Сидоров, 2016; Новикова и др., 2017). 

Компонентный состав питательной среды является одним из главных 

условий, влияющих на рост микроорганизмов и биосинтез ими различных БАВ. Не 

существует универсальной питательной среды, поэтому для разных видов микробов 

требуется ее индивидуальный подбор. В виду непостоянства состава натуральных 

питательных сред на биотехнологических производствах используют в основном 

полусинтетические, содержащие как соединения установленного состава 

(минеральные соли, углеводы и пр.), так и неопределенного (кукурузный экстракт, 

дрожжевой автолизат и пр.). Кроме того, экономически перспективным 

направлением считается разработка рецептур сред, содержащих в составе дешевые 

и доступные компоненты, в том числе непригодные для употребления в пищу 

(рыбная мука и пр.) (Link, Weuster-Botz, 2011; Ручай, 2014; Федорова и др., 2017). 

В виду того, что в условиях производства культивирование микроорганизмов 

осуществляется в больших объемах, предварительно необходимо приготовить 

посевной материал. Инокулят (маточная, материнская, посевная культура) – это 

популяция микробных клеток, которую вносят в ферментационную среду. Для 

достижения высокого уровня клеточной биомассы в требуемой фазе роста 

микроорганизмов применяется последовательное пересевание исходной культуры. 

В конечном итоге доля посевного материала должна составлять от 1 до 10 % от 

объема ферментационной среды (Коростелева и др., 2006; Sood et al., 2011). 

Одной из главных стадий в производстве биопрепаратов является получение 

максимума биомассы их компонентов за минимальное время культивирования с 

достижением максимального экономического эффекта. Поэтому для промышленной 
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инкубации микробов часто используют ферментационные установки – аппараты 

различного объема (от 0,5 л до 2 млн. л и более), в которых при контролируемых 

условиях культивируются микроорганизмы. А понятие «ферментация» включает в 

себя всю совокупность последовательных операций с момента внесения в 

стерильную питательную среду посевного материала до окончания процесса 

культивирования (Царенко и др., 2011; Машанов и др., 2015; Crater, Lievense, 2018). 

Ферментация в биологических реакторах позволяет точнее регулировать 

условия инкубирования микроорганизмов, нежели это возможно сделать в колбах. 

В ферментаторах есть возможность контролировать не только температуру, но и 

скорость перемешивания среды и ее кислотность, концентрацию O2 и CO2, степень 

аэрации и пр. (Сулейманов, Сидоров, 2016; Фирсова и др., 2019). 

Существует много подходов к классификации ферментационных процессов. 

По агрегационному состоянию питательной среды выделяют глубинные 

(жидкофазные) и поверхностные (твердофазные) ферментации. По степени аэрации 

– аэробные (кислородные) и анаэробные (бескислородные). По отсутствию или 

наличию перемешивания – статические и динамические. По способу действия – 

периодические (загрузка и разгрузка ферментера происходят единоразово), 

полупериодические (в ходе ферментации добавляются соединения, но разгрузка 

биореактора единовременная) и непрерывные (свежая среда подается в ферментер, а 

культуральная жидкость выводится) (Блажевич, 2004; Свистунов, 2013). 

По окончанию процесса ферментации наступает стадия выделения и очистки 

целевого продукта. Если в качестве него выступает биомасса клеток 

микроорганизмов, то в данном случае чаще всего прибегают к осаждению, 

выпариванию или центрифугированию. Если же ферментация направлена на 

получение микробных метаболитов, то имеет значение, накапливаются ли они 

внутри клеток или выводятся в культуральную жидкость. В первом случае 

дополнительно требуется дезинтеграция клеток с последующей экстракцией, 

осаждением и пр. (Hori, Unno, 2011; Красникова, 2017; Назаренко и др., 2019). 

Если препаративной формой биопрепарата является культуральная жидкость, 

то дополнительные операции по выделению и очистке целевого продукта не 

требуются. Однако для продления срока годности в нее могут добавляться 

консерванты (бензоат натрия, сорбат калия и пр.). Формуляция препарата в виде 
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порошка предполагает высушивание биомассы клеток, например, с помощью 

лиофилизации. В данном случае готовой формой биопрепарата может быть 

микробный концентрат или его смесь с наполнителем (цеолитом, каолином и пр.). 

Широкое применение нашла также иммобилизация клеток микроорганизмов на 

носителях (хитин-хитозановых, торфе и пр.). Данные операции производятся для 

защиты действующих компонентов от неблагоприятных факторов среды и усиления 

эффективности готового препарата. Необходимость в таблетировании биопрепарата 

удлиняет технологическую цепочку, и на это требуется дополнительное 

оборудование (Акылбаева и др., 2010; Malusá et al., 2012; Ануарбекова и др., 2014; 

Новикова и др., 2017; Алферова и др., 2018; Колесников и др., 2019). 

Работы по производству биопрепаратов необходимо осуществлять в 

асептических условиях с использованием стерильных питательных сред, посуды и 

пр. Готовые препараты должны соответствовать следующим показателям качества: 

установленному титру целевых культур, чистоте по микробиологическим 

показателям и уровню биологической активности. Однако в ходе испытаний 

зачастую выясняется, что не все биопрепараты соответствуют заявленным 

параметрам (Нугманова, 2017; Джалилов, 2018). Поэтому стабилизация целевых 

качеств биологических препаратов в ходе их производства является одной из 

главнейших задач, стоящей перед разработчиками биотехнологической продукции. 

Биопрепараты на основе бацилл, применяемые в растениеводстве 

Земцова В. О. и Грицкевич Е. Р. (2018) выделили четыре основных свойства 

бактерий рода Bacillus, которые делают их перспективными агентами для включения 

в состав микробных биопрепаратов. Среди них: продукция антимикробных 

соединений и токсичных веществ по отношению к вредителям сельского хозяйства; 

высокая выживаемость за счет способности к спорообразованию; принадлежность к 

типичным представителям нормофлоры почвы; безопасность для теплокровных 

животных и человека (за исключением видов B. cereus и B. anthracis). 

Первое коммерческое бактериальное удобрение «Alinit» выпущено в 

Германии в 1897 году. В его основе использовали штамм почвенных бактерий B. 

ellenbachensis, предназначенный для усиления роста зерновых культур (Kilian et al., 

2000; Borriss, 2017; Radhakrishnan et al., 2017). 
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Микробиологический контроль для зашиты растений также впервые 

осуществили с применением бактерий рода Bacillus. Еще в 1901 году в Японии 

установили, что бактериальную болезнь шелкопрядов вызывает B. sotto. Через 10 лет 

после этого в Германии выделили из личинок мертвых мельничных огневок B. 

thuringiensis. Именно с этого началась история самого популярного и эффективного 

микробного инсектицида. В 1938 году во Франции запустили в производство первый 

в мире биоинсектицид на основе B. thuringiensis – «Sporine», а в середине XX века 

стали выпускать средство, базирующееся на данном виде бактерий, и в СССР под 

названием «Энтобактерин». В настоящее время биопрепараты на основе B. 

thuringiensis составляют более 70–90 % рынка биологических пестицидов (Milner, 

1994; Штерншис и др., 2004; Ibrahim et al., 2010; Белоусова, 2019; Долженко, 2021).  

Биофунгициды стали производиться значительно позже, чем инсектициды, их 

доля на рынке фунгицидов составляет порядка 1–5 %. В качестве действующего 

компонента биопрепаратов зачастую выступают бациллы, в основном вида B. 

subtilis. Известны зарубежные биопрепараты для защиты растений, содержащие 

данную бактерию («Serenade», «Subtilex», и др.) и эффективные против Fusarium, 

Rhizoctonia, Aspergillus и прочих грибов. Однако на рынке представлены 

биофунгициды, содержащие и другие виды рода Bacillus. Например, в биопестициде 

«Ecoguard» в качестве активного компонента выбран штамм B. licheniformis SB3086, 

а в «GB34 Concentrate Biological Fungicide» – B. pumilus GB34 (Gardener, Fravel, 2002; 

Morton, Staub, 2008; Kumar et al., 2011; Долженко, Лаптиев, 2021; Lahlali et al., 2022). 

Биологические препараты, разрешенные к обороту на территории нашей 

страны перечислены в «Государственном каталоге пестицидов и агрохимикатов». 

На 2022 год в документе, содержащем перечень пестицидов, приведено порядка 50 

микробных биопрепаратов, более половины из которых – на основе бацилл (таблица 

1).  

Таблица 1 – Биопрепараты на основе бактерий рода Bacillus для растениеводства, 

разрешенные для применения на территории РФ 

№ Название 

препарата 

Форма 

выпуска 

Действующий микроорганизм Титр, 

КОЕ/мл (г)* 

1 2 3 4 5 

Инсекто- и акарициды 

1 Лепидобактоцид Жидкость B. thuringiensis, var. kurstaki Z-52 ≥1010 

2 Лептоцид Жидкость B. thuringiensis, var. Thuringiensis 

В-501 

≥109  
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Продолжение таблицы 1 

1 2 3 4 5 

3 Инсектобактерин Порошок B. thuringiensis B-82 + B. subtilis B-

76 

≥109 + ≥109  

4 Инсетим Жидкость B. thuringiensis, var. Thuringiensis 

ИПМ-1140 

≥2×109  

5 Битоксибациллин Порошок B. thuringiensis, var. Thuringiensis 

98 

≥2×1010 

6 Биоcлип БТ Порошок B. thuringiensis ≥1×1010  

7 Биоcтоп Жидкость B. thuringiensis + Streptomyces sp. 

+ Beauveria bassiana 

≥109 + 108 + 

10 8  

Фунгициды 

1 Алирин-Б Порошок 

Таблетки 

Жидкость 

B. subtilis В-10 ВИЗР ≥1011 

≥109 

≥109  

2 Фитобактерин+ Порошок B. subtilis B-76 ≥109  

3 Бисолбицид Жидкость B. subtilis ВL01 ≥108  

4 Серенада АСО Жидкость B. amyloliquefaciens QST-713 ≥1×109  

5 БФТИМ КС-2 Жидкость B. amyloliquefaciens КС-2 1×109  

6 Баксис Жидкость B. subtilis 63-Z ≥109  

7 Бактерра Порошок B. subtilis ≥109  

8 Витаплан Порошок 

 

B. subtilis ВКМ-В-2604D + B. 

subtilis ВКМ-В-2605D 

1010 +1010  

9 Гамаир Жидкость 

Порошок 

Таблетки 

B. subtilis М-22 ВИЗР 1010 

≥1011 

≥109  

10 Инсектобактерин Порошок B. thuringiensis B-82 + B. subtilis B-

76 

≥109 + ≥109  

11 Метабактерин Порошок Methylobacterium extorquens NVD 

BKM B-2879 D + Валидамицин 

Streptomyces hygroscopicus subsp, 

«limoneus» ВКПМ АС-1966 + B. 

subtilis ВКПМ В-2918 ИПМ-215  

≥1010 + 0,5 

г/кг + ≥1010  

12 Оргамика С Жидкость B. amyloliquefaciens OPS-32 5×109  

13 Респекта Жидкость B. amyloliquefaciens + P. 

aureofaciens 
≥5109 + 

5108 

14 Фитоспорин-М Жидкость 

Паста 

Порошок 

B. subtilis 26 Д ≥109  

≥108  

≥2×109 

15 Бактофорт Жидкость B. subtilis В-2918 + B. 

amyloliquefaciens ИМВ В-7100 

≥2,5×109 + 

≥2,5×109 

16 Бактофит Порошок 

Жидкость 

B. subtilis ИПМ 215 ≥2×109 

≥2×109 

17 БисолбиСан Жидкость B. subtilis Ч-13 ≥108 

18 Споробактерин Порошок B. subtilis + T. viride 4097 ≥108 + ≥106  
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Продолжение таблицы 1 

1 2 3 4 5 

19 Фитоспорин- 

АС 

Жидкость B. subtilis 26 Д + B. subtilis 1К+ B. 

subtilis 3К + B. subtilis 3Н+ B. subtilis 

8К + B. subtilis 7К + B. subtilis 3/28 + 

T. reesei 4К + T. atroviride 10К+ T. 

longibrachiatum 9К 

≥108 + ≥105 + 

≥105 + ≥105 + 

≥105 + ≥105 + 

≥105 + ≥106 + 

≥105 + ≥ 105  

20 Бинал Жидкость B. subtilis B1018 + T. viride F2001 107 + 106  

*: КОЕ – колониеобразующие единицы 

 

Большинство биопестицидов на основе бацилл представлено в жидкой 

препаративной форме. Инсектициды содержат штаммы вида B. thuringiensis, а 

фунгициды – B. subtilis, реже – B. amyloliquefaciens. Моноштаммовыми являются 17 

препаратов из 27, а остальные – полиштаммовые. Многокомпонентные 

биопрепараты содержат консорциумы бацилл с бактериями (Pseudomonas и др.) и 

грибами (Trichoderma и др.), а также микробные метаболиты (валидамицин). 

Финальный титр средств защиты растений колеблется от 107 до 1011 КОЕ/г(мл). 

Отечественные бациллярные биопрепараты предполагают разнообразные 

способы применения: опрыскивание в разные фазы вегетационного периода, 

протравливание семян, поливы и пр. Их действие направлено на борьбу с 

разнообразными фитопатогенными организмами для зерновых, плодово-ягодных, 

овощных, цветочных и древесных культур. Инсектициды на основе бацилл 

эффективны в отношении пилильщиков, шелкопряда, пяденицы, колорадского жука 

и др., а фунгициды используются против Phytophthora, Alternaria, Fusarium и др. 

Разработка и применение микробных биопрепаратов для растениеводства 

начались еще на рубеже XIX–XX вв., однако их доля на рынке все еще не превышает 

5 % (Lahlali et al., 2022). Это обусловлено высокими трудо- и энергозатратами 

необходимыми для создания и регистрации нового продукта, а также недоверием к 

биологическим средствам защиты растений со стороны непосредственных 

потребителей (владельцы хозяйств, частные фермеры и др.). Однако вектор на 

экологизацию сельского хозяйства установлен во многих развитых и развивающихся 

странах мира, поэтому доля биопрепаратов на основе микроорганизмов будет только 

увеличиваться. В виду того, что непрерывное применение одних и тех же 

биопестицидов может привести к возникновению новых популяций возбудителей 

болезней растений, необходимо разрабатывать новые высокоэффективные 

биопрепараты для расширения их линейки на рынке. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

 

 

2.1. Объекты исследования 

В качестве объектов исследования выбрали 9 штаммов бактерий рода Bacillus 

из коллекции ИЦ «Промбиотех» (таблица 2), где и провели лабораторные 

испытания. Часть из них депонировали во Всероссийской коллекции 

промышленных микроорганизмов (ВКПМ) и в Сетевой биоресурсной коллекции в 

области генетических технологий для сельского хозяйства (RCAM). Штаммы B. 

toyonensis 15, B. pumilus 16, B. pumilus 4 и B. pumilus 7 запатентовали в Федеральном 

институте промышленной собственности (ФИПС) (Пат. РФ № 2693439, Пат. РФ № 

2694522, Пат. РФ № 2797825, Пат. РФ №2797699 соответственно).  

Таблица 2 – Штаммы Bacillus spp., использованные для проведения исследований 

Штаммы Номер в авторской 

коллекции 

Номер в российской 

коллекции 

B. pumilus  4 RCAM05516 

B. pumilus  5 – 

B. pumilus  6 – 

B. pumilus  7 RCAM05517 

B. pumilus  16 ВКПМ В-13250 

B. toyonensis  15 ВКПМ В-13249 

B. licheniformis  8 – 

B. licheniformis  9 RCAM05965 

B. licheniformis  10 – 

 

В качестве тест-культур для определения антагонистической активности 

штаммов Bacillus spp. использовали 4 штамма грибных фитопатогенов (таблица 3). 

Штамм P. infestans получили из коллекции микроорганизмов «Всероссийского 

научно-исследовательского института фитопатологии», а остальные 

микроскопические грибы из коллекции ИЦ «Промбиотех». 

Таблица 3 – Штаммы, использованные в качестве тест-культур 

Штамм Источник выделения 

P. infestans пораженный картофель 

Alternaria sp. инфицированные семена гречихи 

Penicillium sp. инфицированные семена рапса 

Aspergillus sp. инфицированные семена рапса 
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 Идентификацию грибов до рода произвели на основании микроскопических 

исследований (рисунок 2). Для штамма Penicillium sp. зафиксировали способность к 

флуоресценции в ультрафиолтевом свете.  

 
Рисунок 2 – Микроскопические препараты тест-культур: А – Aspergillus sp., Б – Penicillium 

sp., В – Alternaria sp. (× 1000) 

 

 Антагонистическую активность прототипа биопрепарата проверили также на 

базе Всероссийского научно-исследовательского института сельскохозяйственной 

микробиологии (ВНИИСХМ). В данном исследовании использовали следующие 

тест-культуры: F. solani, Pythium sp., A. niger, A. solani, F. graminearum, A. tenuissima, 

Penicillium sp. 1, F. sporotrichioides, Botrytis sp., Penicillium sp. 2 и A. brassicae. 

 Бактериальную композицию из прототипа биопрепарата также проверили на 

биосовместимость со штаммами из других микробных средств для защиты растений. 

Провели эксперименты со следующими культурами: B. subtilis В-10 («Алирин-Б»), 

B. subtilis 26Д («Фитоспорин М»), B. subtilis Ч-13 («Экстрасол»), B. thuringiensis var. 

kurstaki («Лепидоцид»), Metarhizium anisopliae («Метаризин»), T. viride 471 

(«Триходерма вериде»), T. harzianum Г 30 ВИЗР («Трихоцин») и T. harzianum 18 

ВИЗР («Глиокладин»). 

 Для прототипа препарата также установили возможность совместного 

использования с химическими пестицидами. В исследовании использовали 

протравители семян в виде концентратов суспензии (КС) – «Престиж», «Инстиво», 

«Баритон», «Винцит» и «Максим». 

Эффективность опытного препарата при проращивании растений определили 

с семенами, полученными из банка АНИИСХ ФАНЦА. В работе задействовали 

следующие культуры: рапс (сорт «АНИИСХ 4», предварительно протравленный 

инсектицидом «Круйзер»), овес (сорт «Корифей»), гречиха (сорт «Дизайн») и 

подсолнечник (сорт «Кулундинский 1»). 
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2.2. Посуда, питательные среды и реактивы 

Стеклянную посуду (чашки Петри, пробирки, пр.) и другие лабораторные 

материалы подготавливали и использовали в соответствии с ГОСТ ISO 7218-2015. 

Стерильную посуду хранили не более 30 суток (МР 2.3.2.2327-08). 

Питательные среды для микробиологических исследований готовили в 

стеклянной посуде и хранили при комнатной температуре не более 3 суток и при 

температуре около 5 °С не более одного месяца (ГОСТ 10444.1-84). В работе 

применяли следующие питательные среды и реактивы: 

1. L-среда (г/л): дрожжевой экстракт – 5,0, пептон – 15,0, NaCl – 5,0, вода 

дистиллированная – 1,0 л (pH=6,8±0,2). Для приготовления твердой среды добавляли 

15,0 г агара на 1,0 л воды (Бойко, Яценко, 2017). 

2. Среда Эндо (г/л): 40,0 г сухой среды вносили в 1,0 л холодной воды. Смесь 

тщательно перемешивали и кипятили, не допуская пригорания. После фильтровали 

и разливали по стерильным чашкам Петри. Эту среду использовали для проверки 

наличия в пробах БГКП (ГОСТ 28085-2013). 

3. Физиологический раствор: 9,0 г NaCl растворяли в 1,0 л дистиллированной 

воды. Разливали в пробирки по 9,0 мл, закрывали пробками и стерилизовали. 

4. Питательный бульон: 35,0 г сухой готовой среды внесли в 1,0 л воды. Для 

приготовления твердой среды добавляли 15,0 г агара на 1,0 л воды.  

5. YEP-среда (г/л): пептон – 10,0, дрожжевой экстракт – 10,0, NaCl – 5,0, 

глюкоза – 20,0, вода дистиллированная – 1,0 л (pH=6,8±0,2). Для приготовления 

твердой среды добавляли 15,0 г агара на 1,0 л воды. 

6. Защитная среда (г/л): желатин – 25,0, сахароза – 100,0, вода 

дистиллированная – 1,0 л. Эту среду использовали в качестве криопротекторной для 

лиофилизации бактериальной биомассы (Грачева, Осин, 2016). 

7. Картофельно-сахарозный агар (КСА) (г/л): 200,0 г очищенного картофеля 

кипятили в течение 30–40 минут в 1,0 л воды. Далее процеживали через марлю и 

добавляли 20,0 г сахарозы и 15,0 г агара, воду доводили до метки (pH=6,8±0,2). 

8. Агар картофельный с декстрозой (PDA): 39,0 г сухой среды растворяли в 

1,0 л дистиллированной воды. Доводили до кипения и стерилизовали. 

9. Желточный агар: готовили на основе L-агара с добавлением к нему, 

охлажденному после стерилизации до 55 ⸰C, желточной смеси в объеме 150,0 мл на 
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1,0 л среды. Желточную смесь готовили следующим образом – 1 желток 

размешивали в 200 мл стерильного физиологического раствора (ОФС.1.7.2.0012.15). 

10. 20 %-й раствор NaOH: готовили в количестве 400 мл для 1 ферментации 

в биологическом реакторе на 15 л. 80 г NaOH доводили водой до метки. 

Все перечисленные среды (кроме Эндо) и реактивы, а также колбы с 

дистиллированной водой стерилизовали в автоклаве. После стерилизации среды 

выдерживали в термостате при температуре 30 ºС в течение 24 часов для 

подтверждения микробиологической чистоты (Асташкина, 2015). 

Культивирование бацилл в ферментационной установке на 15 л осуществляли 

на ферментативной питательной среде. Состав (г/л): меласса – 25,0, кукурузный 

экстракт – 12,5, дрожжевой экстракт – 1,0, триптон – 0,5, MgSO4 – 0,25, MnSO4 – 

0,03, CoCl2 – 0,046, CaCl2 – 1, солевой сток – 10 мкл, воды – 1,0 л. Рецепт солевого 

стока (г/л): CuSO4 –10,0 г, FeSO4 –10,0 г, воды – 1,0 л (Джавахия и др., 2018). В 

качестве пеногасителя использовали лапрол (Дербышев и др., 2012). 

 

2.3. Микробиологические методы исследования 

Стерилизация 

В работе использовали химические и физические методы стерилизации. 

Фламбированию подвергали мелкие металлические лабораторные предметы 

(сверла, петли и др.) непосредственно перед использованием. Перед этим предметы 

проходили химическую обработку 96 %-м раствором этанола. В пламени горелки 

также обожигали горлышки пробирок, колб и пр., а также ватно-марлевые пробки 

во время посевов и розлива питательных сред (Горельникова, 2018). 

Стерилизации в автоклаве подвергали питательные среды, реактивы, 

расходные материалы и посуда, а также отработанный материал (ГОСТ ISO 7218-

2015). При 1 атм. в течение 12–20 минут стерилизовали питательные среды, при 1,5 

атм. в течение 90 минут стерилизовали посуду и металлические предметы, при 2,0 

атм. в течение 30–60 минут автоклавировали отработанный материал. 

В сухожаровом шкафу «Binder FD 115» осуществляли стерилизацию горячим 

воздухом. Ей подвергали колбы для отбора проб, емкости для центрифугирования, 

контейнеры для лиофилизации и др. в течение 3 часов при 160 °С. 
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 Лабораторные помещения обрабатывались дезинфицирующими растворами. 

А также УФ-лампами (СП 1.3.2322-08).  

Методы классических посевов 

Для определения численности микроорганизмов предварительно применяли 

метод десятикратных разведений по МР 2.3.2.2327-08. Далее из необходимых 

разведений осуществляли поверхностные посевы в количестве 0,1 мл на 

агаризованные среды. После этого внесенный объем быстро распределяли по 

питательной среде стерильным шпателем Дригальского (Нетрусов и др., 2005). 

Посев в жидкие питательные среды с соблюдением всех правил асептики 

осуществляли либо с помощью бактериологической петли, либо с помощью пипеток 

(Лысак, Желдакова, 2002). 

Условия культивирования и учет численности микроорганизмов 

Штаммы рода Bacillus на питательном бульоне культивировали в шейкер-

инкубаторе «Innova 44» со скоростью вращения 250 оборотов в минуту, при 

температуре 37 °С в течение 18–24 часов. Пробы с бациллами на агаризованных 

питательных средах культивировали в термостате «Binder BD 115» при 37 °С в 

течение 18–24 часов. При этом чашки переворачивали дном кверху. 

После культивирования считали количество колониеобразующих единиц 

(КОЕ), выросших на чашках Петри. Для этого отбирали чашки, на которых выросло 

не менее 15, но и не более 300 колоний. Выросшие колонии на чашках считали на 

полуавтоматическом счетчике колоний «Scan 100». 

Учет численности микроорганизмов (Х) производили по следующей формуле:  

𝑋 =
𝑁×𝑃

𝑉
 , (1) 

где N – среднеарифметическое число выросших колоний; Р – выбранное 

разведение; V – объем разведения, мл (ГОСТ 26670-91).  

За окончательный результат испытания взяли среднее арифметическое 

значение параллельных определений.   Рост бактерий на жидких питательных средах 

считали положительным в пробах, где отмечали помутнение среды. 

Штаммы грибов в опыте и контроле культивировали на твердых средах (YEP, 

питательном агаре и КСА) в течение 10–14 дней. Чашки с P. infestans инкубировали 

при температуре 20±2 °С, а с остальными культурами – при 22–25 °С. 
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Микроскопия 

Для изучения исследуемых микроорганизмов в поле зрения микроскопа 

«Альтами БИО 8» готовили как фиксированные, так и живые микропрепараты. 

Окрашивание мазка простым методом производили с использованием только 

генцианвиолета. Также делали препараты по Граму. Живые микроорганизмы 

изучали, готовя препарат «раздавленная капля».  Микроскопирование в основном 

осуществляли при увеличении ×1000 с иммерсией (ГОСТ ISO 7218-2015). 

Установление культурально-физиологических и молекулярно-

биохимических свойств бактерий 

Способность к росту в анаэробных условиях проверяли методом «укола» 

петлей в пробирку со столбиком агаризованной среды (Vos et al., 2009). Для теста на 

лецитиназу культуру засевали на желточный агар. После инкубирования оценивали 

наличие или отсутствие зоны лизиса вокруг колоний (Васильев и др., 2013). 

Для первичной биохимической идентификации использовали тест-систему 

Мicrogen BACILLUS-ID, состоящую из 23 лунок с разными субстратами и 

контрольной лунки. Результаты оценивали по изменению цвета относительно 

контроля. Анализ результатов осуществляли с помощью программы Microgen 

Identification System. Идентификацию проводили в соответствии с инструкцией. 

Отобранные штаммы бацилл также анализировали с использованием тест-

системы The Biolog Gen III Microplate в Сетевой биоресурсной коллекции в области 

генетических технологий для сельского хозяйства (RCAM, ВКСМ). 

Фенотипическую идентификацию производили по более чем 90 признакам. 

Генетическую идентификацию некоторых штаммов рода Bacillus проводили в 

ВКПМ (Всероссийская коллекция промышленных микроорганизмов). Видовую 

принадлежность ризосферних штаммов определяли с помощью анализа генов, 

кодирующих 16S РНК и ПЦР анализа. 

Методы определения типа взаимоотношений микроорганизмов 

Метод перпендикулярных штрихов. На поверхности питательной среды в 

чашке Петри засевали вертикальным штрихом культуру изучаемого штамма бацилл 

и инкубировали при оптимальных условиях. Далее перпендикулярно от края чашки 

к штриху выросшей культуры подсевали горизонтальным штрихом культуру тест-

штамма, едва достигая штриха первого штамма. Чашку повторно культивировали 
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при тех же условиях. Антагонистический эффект или биосовместимость у 

испытуемых штаммов бактерий определяли по длине зоны ингибирования (или ее 

отсутствию) тест-штамма на границе со штрихом вертикального штамма. 

Метод лунок. Штамм-тест культуры засевали газоном на L-среду. Далее на ее 

поверхности пробойником вырезали лунки диаметром около 7 мм и заполняли ее 30 

мкл культуральной жидкости изучаемого штамма бацилл. Чашки термостатировали, 

не переворачивая дном кверху, чтобы избежать распространения культуральной 

жидкости из лунок на поверхность среды. После инкубации измеряли зону 

блокирования роста тест-культуры вокруг лунки или отмечали ее отсутствие.  

Метод блоков. Бацилл засевали в опытные чашки поверхностным газоном. 

Блоки (диаметром 6–7 мм) вырезали стерильным сверлом из тест-культур 

микромицетов и устанавливали в центре чашки. В контроле культивировали только 

грибы. В ходе культивирования в течение 2-х недель периодически производили 

измерения колоний грибов в опыте и контроле (Иркитова, Каган, 2012). 

Метод параллельных штрихов. В центре чашки с питательной средой 

устанавлили блок с микромицетом. Далее на расстоянии нескольких сантиметров от 

центра проводили 2 вертикальных штриха бацилл из прототипа биопрепарата. В 

качестве контроля использовали чашку, в которой не проводили штрихи бактерий, а 

только помещали блок с микромицетами. В ходе культивирования в течение 2-х 

недель периодически производили измерения колоний грибов в опыте и контроле. 

Метод колодцев. В охлажденной твердой среде (200 мл) растворяли 

суспензию тест-культуры со смыва (100 мкл), а затем разливали по чашкам Петри. 

После застывания среды в опытных чашках при помощи микробиологического 

пробойника делали колодцы и вносили в них 100 мкл рабочего раствора опытного 

биопрепарата. В качестве контроля использали чашки только с тест-культурой. В 

ходе культивирования в течение 10 суток отслеживали особенности роста 

микроорганизмов в опытных и контрольных чашках (Чеботарь и др., 2015). 

 

2.4. Условия ферментации, концентрирования и лиофилизации 

Подготовка ферментеров к работе 

Подготовка ферментера к работе включала стерилизацию и проверку 

исправности его составных частей: проверка на работоспособность всех клапанов, 



46 

 

 

тэнов, вентилей, предохранительных клапанов, помпы охлаждения и составных 

частей ферментера: рубашки, закольных отверстий, проходимости барботёра, 

оборотов разноуровневой мешалки. Проверка на пропускную способность, 

опрессовывание и чистоту отходящих и подходящих магистралей (МУ 1.3.2411–08).  

Питательную среду стерилизовали в 15 л биореакторе при температуре 121–

127 °С и давлении 1,3–1,5 атм. После стерилизации среды биореактор охлаждали до 

37 °С и стерильно отбирали из ферментера пробу для проведения 

микробиологического контроля чистоты (Меледина и др., 2017). Перед засевом 

бацилл в ферментере устанавливали следующие параметры: расход воздуха – 

300л/мин; давление – 0,3 бара; содержание растворенного кислорода в питательной 

среде – 50 %, температура ферментации – 37 °С, рН – 6.8. 

Культивирование бактерий в ферментационных установках 

Содержимое посевных колб в стерильных условиях (в ламинарном боксе) в 

пламени спиртовки сливали в стерильную колбу для посева с шлангом для передачи 

посевного материала в ферментер. Инокуляцию ферментера осуществляли при 

помощи стерильной посевной иглы, соединенной силиконовой трубкой с посевной 

колбой, содержащей инокулят бацилл, через посевной штуцер аппарата. В 

асептических условиях посевной материал передавался из рабочей колбы в 

ферментер. Для 15 л ферментера готовили 10 литров среды. Количество посевного 

материала составляло 10 % от рабочего объема ферментера (Гореликова, 2004). 

 После засева ферментера температуру поддерживали на уровне 37 °С, а 

концентрацию растворенного кислорода – на уровне 50 %. Перемешивали со 

скоростью 250 об/мин. В момент сильного вспенивания добавляли лапрол. 

 Время ферментации бацилл составляло 18–24 часа. В ходе культивирования 

несколько раз производили стерильный отбор проб для проведения наблюдений за 

развитием культуры бактерий, ее морфологическим состоянием и отсутствием 

посторонней микрофлоры, а также измерения оптической плотности культуральной 

жидкости (ОП). ОП определяли на спектрофотометре Shimadzu UV–1280 в 

фотометрическом режиме при 490 нм, разводя пробу в 10 раз (Луканин, 2016). 

 Процесс ферментации вели до тех пор, пока большая часть клеток бацилл не 

выпадала в споры, и оптическая плотность не переставала меняться. После этого 

культуральную жидкость подавали на центрифугу (Джавахия и др., 2018). 
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Концентрирование 

Целевым продуктом ферментации являлась биомасса бактерий, поэтому ее 

концентрировали путем центрифугирования (Машанов и др., 2015). Процесс вели на 

центрифуге SIGMA 4-16S/KS в течение 20 минут при 4100 об/мин. В асептических 

условиях биомассу бактерий смешивали с защитной средой и замораживали. 

Лиофилизация 

 После заморозки при температуре – 25 °С в течение не менее 12 ч лотки 

переносили в лиофилизатор Epsilon 1-4 LSCplus. Программа работы сублиматора 

была автоматической и состояла из первичной заморозки (– 40 °С), первичной сушки 

(до 20 °С) и вторичной сушки (при 25 °С). Полный цикл лиофилизации занимал 

порядка 2-х суток. Полученные концентраты составляли основу опытного 

биопрепарата. 

 

2.5. Установление эффективности прототипа биопрепарата при 

протравливании семян 

Эффективность опытного препарата в лабораторных условиях устанавливали 

с использованием методов влажных камер и рулонов. Испытания в полевых 

условиях проводились на мелких делянках. 

Анализ семян во влажной камере. Для проращивания семян во влажной камере 

применяли стерильные чашки Петри или лотки. На дно чашек помещали 

фильтровальную бумагу или вату, а далее увлажняли стерильной водой. Опытные 

семена, предварительно протравленные с помощью рабочего раствора прототипа 

биопрепарата (из расчета 10 л/т), раскладывали на ложе с помощью пинцета на 

расстоянии около 1 см друг от друга. Контрольные семена ничем не обрабатывали, 

исследование проводили в 4 повторностях. Закрытые чашки Петри или лотки с 

заложенными в них семенами помещали в термостат для проращивания на 5–7 дней 

при температуре 22 ⸰С – 25 ⸰С. По истечении срока оценивали степень 

инфицированности семян и другие физиологические показатели (всхожесть, длину 

проростков, корней). 

Анализ семян в рулонах фильтровальной бумаги. Фильтровальную бумагу с 

размерами 12 × 57 см увлажняли до полной влагоемкости. Далее на расстоянии в 2 

см от верхнего и боковых краев раскладывали ровно семена с интервалом в 1 см 
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между друг другом в количестве 50 штук. Затем семена накрывали тонкой полоской 

увлажненной фильтровальной бумаги (2 × 59 см), а поверх нее накладывали полоску 

полиэтилена с такими же размерами. Рулоны скручивали и ставили вертикально в 

стаканы с небольшим количеством воды и помещали в термостат при температуре 

22 ⸰С – 25 ⸰С. При этом опытные семена предварительно обрабатывались рабочим 

раствором прототипа биопрепарата, контрольные семена не обрабатывались ничем. 

Опыт проводили в 4 повторностях. Оценивали такие показатели, как всхожесть, 

инфицированность и длина корней и ростков (ГОСТ 12038-84, ГОСТ 12044-93). 

Деляночные испытания. Полевые испытания для установления 

эффективности опытного биопрепарата в посевах рапса, овса и гречихи провели на 

опытном поле ФГБНУ «ФАНЦА» вблизи города Барнаула, а подсолнечника – в 

Первомайском районе Алтайского края в хозяйстве «АгроУспех». В мае 2021–2022 

гг. осуществили посев протравленных прототипом биопрепарата семян (опытных) и 

контрольных (без обработки) в 4-х кратной повторности.  

С семенами рапса, овса и гречихи использовалась сеялка СН-16, размещение 

вариантов было систематическое, в один ярус, площадь элементарной делянки – 50 

м2. Подсолнечник засевали с помощью сеялки HORSCH Maestro CC рядами.  

Приготовление рабочего раствора прототипа биопрепарата и обработку семян 

методом мокрого протравливания проводили в день посева. Рабочий раствор 

готовился из расчёта 10 л/т семян. На каждой делянке рапса, овса и гречихи изучали 

по 4 случайных участка с площадью 0,25 м2. На рядах подсолнечника отмечали 

экспериментальные площадки по 10 м в длину. Для выбранных участков после 

уборки и сушки растений (в августе-сентябре) оценивали разницу между 

биометрическими показателями (высота растения, масса зерна с растения, 

биологической урожайностью и пр.) в опыте и контроле (Литвинов, 2011). 

 

2.6. Погодные условия полевого испытания 

Полевой эксперимент проводился на полях и делянках АНИИСХ ФАНЦА в 

2021–2022 гг. в Алтайском крае (близ города Барнаула и в Первомайском районе). 

Климат региона умеренный и резко континентальный. Вегетационный период 160–

170 дней. Преобладающие почвы – черноземы (https://clck.ru/33Q4Hs, 2023). 
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Рисунок 3 – Среднемесячная температура воздуха за полевой сезон 2021–2022 гг. на исследуемых территориях 
 

 

Рисунок 4 – Сумма осадков за полевой сезон 2021–2022 гг. на исследуемых территориях
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В соответствии с информацией о погоде, полученной с метеорологических 

станций Барнаула и Первомайского, среднемесячная температура в полевой сезон в 

исследуемые годы максимально отличалась от нормы в мае 2022 года в Барнауле на 

+4,3 °C. Данное значение оказалось рекордным (рисунок 3). 

Количество осадков в мае на обоих территориях в 2021–2022 гг. было ниже 

нормы. Июнь оказался месяцем с самым большим количеством осадков. При этом в 

остальные месяцы в Барнауле отмечались выпадение осадков в количестве ниже 

нормальных значений, а в Первомайском районе – наоборот (рисунок 4). 

В целом, наиболее жарким и засушливым оказался май на обоих территориях 

Алтайского края. Недостаток осадков отмечался и в другие месяцы в Барнауле 

(кроме июня), а в Первомайском районе зафиксировали повышение сумм выпадения 

осадков. 

 

2.7. Математическая обработка данных 

Обработку полученных результатов производили в программе Microsoft Excel 

– 2020. Для числовых значений нашли среднее арифметическое (M) и стандартное 

отклонение (m), которое является наиболее важным статистическим показателем в 

микробиологических исследованиях. Cреднеквадратичное отклонение отражает 

среднюю изменчивость (разброс, вариацию) значений переменной вокруг значения 

их средней арифметической.  

𝑚 = √
∑(𝑥−�́�)2

𝑛−1
𝑝, (2) 

где (х–�́�)2 – квадраты отклонения индивидуальных значений признака от 

средней величины; р – число случаев (частоты); n – численность совокупности. 

Стандартное отклонение тем больше, чем сильнее варьирует признак, и 

уменьшается при слабом варьировании (Андрюков, Тимченко, 2013). 

Среднеквадратичное отклонение позволяет дать абсолютную оценку мере 

разбросанности полученных значений для того, чтобы установить, насколько она 

велика относительно этих значений, требуется относительный показатель. Для этой 

цели определили коэффициент вариации (v): 

𝑣 =
𝑚

𝑀
× 100 %, (3) 

 



51 

 

 

где m – стандартное отклонение; M – средняя величина. 

Cчитается, что, если коэффициент вариации меньше 10 %, то степень 

разбросанности данных – незначительная, от 10 % до 20 % – средняя, больше 20 % 

и меньше или равно 33% – значительная. Для всех случаев, когда значение 

коэффициента вариации не превышает 33 % – совокупность считается однородной, 

а если больше 33 %, то – неоднородной (Андрюков, Тимченко, 2015). 

Для установления коэффициента корреляции (Correl) при подборе 

питательной среды для посевного материала использовали следующую формулу: 

𝐶𝑜𝑟𝑟𝑒𝑙 =
∑(𝑥−�́�)(𝑦−�́�)

√∑(𝑥−�́�)2(𝑦−�́�)2
 , (4) 

где (х–�́�) – отклонение индивидуальных значений одного признака от средней 

величины, а (𝑦 − �́�) – отклонение индивидуальных значений другого признака от 

средней величины. 

Для определения силы корреляции использовали следующую шкалу: если 0,9 

< |Correl| < 1,0, то связь очень сильная; 0,7 < |Correl| < 0,9 – сильная; 0,5 < |Correl| < 

0,7 – средней силы; 0,3 < |Correl| < 0,5 – умеренная; 0,1 < |Correl| < 0,3 – слабая. Если 

коэффициент ниже 0,1, то связь фактически отсутствует (Андреева, Волков, 2013). 

При оценке антагонистической активности опытного биопрепарата площадь 

мицелия грибов установили по формуле площади эллипса (S): 

S = 𝜋 × 𝑅 × 𝑟, (5) 

где R – большая полуось; r – малая полуось. 

Результаты по определению антагонистического действия прототипа 

биопрепарата и его биосовместимости с микромицетами с помощью метода 

параллельных штрихов представили через показатель подавления роста (А):  

𝐴 =  
𝑆𝑘−𝑆𝑜

𝑆𝑘
× 100 %, (6) 

где Sk – площадь мицелия микромицета в контроле; So – площадь мицелия 

микромицета в опыте. 

Для установления существенности отклонений между контрольными и 

опытными значениями в случае определения эффективности опытного 

биопрепарата при протравливании семян использовали наименьшую существенную 

разность для 5 %-ого уровня значимости (НСР05): 

𝐻𝐶𝑃05 =  𝑡0,5  × 𝑆𝑑, (7) 
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где t05 – критерий Стьюдента для 5 %-ого уровня значимости; Sd – ошибка 

разности между выборочными средними, которую установили по следующей 

формуле: 

𝑆𝑑 = √𝑆𝑥1
2 + 𝑆𝑥2

2, (8) 

 где Sx1
2 – квадрат ошибки средней арифметической контрольных значений; 

Sx2
2 – квадрат ошибки средней арифметической опытных значений. 

 Ошибку средней арифметической установили по формуле: 

𝑆𝑥 =  
𝑚

√𝑛
, (9) 

 где m – стандартное отклонение; n – количество измерений. 

 Если фактическая разница между опытом и контролем оказалась больше 

НСР05, то различия между вариантами посчитали существенными (Рязанова и др., 

2013). 

  Для овса определили также общую кустистость (K) по следующей формуле: 

𝐾 =  
𝐶

𝐷
, (10) 

 где C – общее количество стеблей на 1 м2, шт.; D – общее количество растений 

на 1 м2, шт. (Серёгин, Скрябин, 2009). 

 Биологическую урожайность (Y) установили по следующей формуле: 

𝑌 = 𝐸 × 𝑉, (11) 

где E – среднее количество растений (шт.) на единице площади, а V – средний 

вес семян с одного растения, г. 

 Расчет приблизительного экономического эффекта (Ee) от применения 

опытного биопрепарата произвели по следующей формуле:  

𝐸𝑒 = (𝑌𝑜 −  𝑌𝑘) × 𝐶𝑟, (12) 

 где Yo – биологическая урожайность в опыте, г/м2, Yk – биологическая 

урожайность в контроле, г/м2, Cr – цена реализации сельскохозяйственной культуры, 

руб. 

 Расчетную ресурсоотдачу или экономическую эффективность опытного 

биопрепарата (Re) установили по следующей формуле: 

𝑅𝑒 = 𝐸𝑒/𝑍, (13) 

где Ee – экономический эффект, руб./м2, а Z – затраты на приобретение 

биопрепарата, руб. (Борисюк и др., 2017). 
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ГЛАВА 3. ПРИРОДНЫЕ БАКТЕРИИ РОДА BACILLUS 

 

 

3.1. Выделение ризосферных штаммов Bacillus spp. 

 Новые природные штаммы р. Bacillus выделили из ризосферы растений 

Алтайского края. Всего отобрали 107 образцов различных культур. Для выделения 

разработали следующую схему эксперимента (Irkitova et al., 2021) (рисунок 5): 

1. 

Образец 

ризосферы

2. 

Выдержка 

при 80 °С 

30 минут

3. 

Посев 

разведений 

на L-Среду

4. 

Отбор 

типичных для

бацилл колоний

5. 

Культивирование 

накопительной 

культуры

6. Получение чистой культуры  
Рисунок 5 – Схема выделения и идентификации штаммов ризосферных микроорганизмов 

 

Согласно определителю Берджи (Vos et al., 2009), к роду Bacillus относятся в 

основном аэробные грамположительные палочки с различной морфологией 

колоний, образующие эндоспоры и проявляющие положительную реакцию на 

каталазу. В соответствии с этими критериями по выше представленной схеме 

выделили и довели до чистой культуры 33 штамма бацилл. 

Несмотря на то, что большинство видов р. Bacillus являются безопасными для 

человека и животных (Logan, Vos, 2015), с целью исключения одного из факторов 

патогенности выделенных штаммов их дополнительно протестировали на 

лецитиназу (Морозова, Мирзоян, 2014). Для этого каждую культуру засеяли на 

желточный агар и прокультивировали 24 часа (ОФС.1.7.2.0012.15). У 76 % штаммов 

(25 из 33) отметили зоны просветления возле растущей культуры, что указывало на 

продукцию лецитиназы данными штаммами. Исходя из полученных данных для 

дальнейших исследований отобрали 8 ризосферных штаммов бацилл (таблица 4). 

Таблица 4 – Источники выделения использованных для дальнейших исследований 

штаммов Bacillus 

№ образца Наименование растения 

4 Подсолнечник однолетний – Helianthus annuus L. 

5 Цикорий обыкновенный – Cichorium intybus L. 

28 Икотник серо-зеленый – Berteroa incana (L.) DC. 

29 Лютик многоцветковый – Ranunculus polyanthemos L. 

30 Крапива жгучая – Urtica urens L. 

31 Щавель кислый – Rumex acetosa L. 

32 Одуванчик лекарственный – Taraxacum officinale F.H. Wigg. 

33 Чистотел большой – Chelidonium majus L. 
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Для выбранных штаммов рода Bacillus в основном характерны округлые 

колонии, размер которых не превышает 2–3 мм, матовые, молочно-белого цвета с 

морщинистой поверхностью, не врастающие в среду (рисунок 6, А). Один из 

штаммов (из образца № 5) характеризуется ростом в виде выпуклых, серо-белых 

округлых колоний с гладкой восковой поверхностью, не врастает в агар (риснуок 6, 

Б).  

 
Рисунок 6 – Морфология колоний некоторых отобранных штаммов бацилл:  

А – штамм из образца № 4, Б – штамм из образца № 5 

 

Для штаммов из образцов ризосферы под номерами 32 и 33 характерно 

образование более крупных колоний (7–8 мм в диаметре), со складчатостью и 

волнистым краем, легко снимающимся с агара в виде пленки. Кроме того, штамм из 

образца 32 образовывает пигмент коричневого цвета при росте на твердых средах 

(рисунок 7).  

 
Рисунок 7 – Пробирки со скошенным L-агаром: А – стерильная среда без 

микроорганизмов, Б – пигментация питательной среды, вызванная развитием штамма из 

образца 32 

 

Выраженная пигментация характерна для некоторых представителей р. 

Bacillus. Например, для вида B. atrophaeus (Burke et al., 2004; Alina et al., 2015). 
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3.2. Первичная идентификация природных штаммов Bacillus spp. с помощью 

тест-системы Microgen Bacillus-ID 

 Штаммы бацилл, отобранные ранее (пункт 3.1.), идентифицировали по 

биохимической активности с помощью тест-системы Microgen Bacillus-ID, 

содержащей лунки для проведения 24 биохимических реакций за 48 часов. С 

помощью данной тест-системы могут быть определены 17 видов бактерий рода 

Bacillus, а также некоторые представители Vergibacillus, Paenibacillus и Brevibacillus. 

 На основании изменения цвета в лунках протоколировали способность новых 

штаммов ферментировать различные субстраты. Биохимические свойства 

исследуемых культур отражены в таблице 5 (Дудник и др., 2019). 

Таблица 5 – Способность изучаемых штаммов перерабатывать различные субстраты 

Субстраты Номера образцов, из которых выделили штаммы 

4 5 28 29 30 31 32 33 

Арабиноза +** + + + + + + + 

Целлобиоза + + + + + + + + 

Инозит – – – – – – + + 

Маннит + + + + + + + + 

Манноза + + + + + + + + 

Раффиноза – – – – – – – – 

Рамноза – – – – – – – – 

Салицин + + + + + + + + 

Сорбит – – – – – – + + 

Сахароза + + + + + + + + 

Трегалоза + + + + + + + + 

Ксилоза – – + + + + – – 

Адонитол – – – – – – – – 

Галактоза – – – – – – – – 

Метил-D-

маннозид 

– – – – – – – – 

Метил-D-

глюкозид 

– – – + – – – – 

Инулин – – – – – – + – 

Мелезитоза – – – – – – – – 

Индол – – – – – – – – 

ONPG* + + + + + + + + 

Нитрат – – – – – – + + 

Аргинин-

дегидролаза 

+ + + + + + + + 

Цитрат + – – – – – – + 

Реакция Фогеса-

Проскауэра 

+ + + + + + + + 

*: орто-нитрофенил-β-D-галактопиранозид; 

**: « + » – положительная реакция, « – » – отрицательная реакция 
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 Для ризосферных штаммов зафиксировали как схожие, так и отличные друг 

от друга ферментативные особенности. Все бактерии оказались способными 

реализовать 10 из 24 реакций – на ONPG, аргининдегидролазу и Фогеса-Проскауэра, 

а также усваивать арабинозу, целлобиозу, маннит, маннозу, салицин, сахарозу и 

трегалозу. Также для всех штаммов выявили отрицательные реакции на 7 из 24 

тестов – на продукцию индола и способность утилизировать мелезитозу, адонитол, 

галактозу, метил-D-маннозид, раффинозу и рамнозу. Кроме того, для штаммов из 

образцов растений № 32 и № 33 определили специфичные свойства – способность 

расщеплять иннозит и сорбит, а также восстанавливать нитрат до нитрита. Для 

некоторых штаммов Bacillus spp. выявили уникальные особенности: штамм из 

образца № 29 разлагал метил-D-глюкозид, а из образца № 32 – инулин. 

 Полученные результаты в виде восьмизначного кода по каждому из штаммов 

внесли в программу Microgen Identification System, которая сгенерировала 5 

наиболее вероятных видов, к которым может относиться культура.  В результате 

биохимической идентификации для всех исследуемых природных штаммов 

подтвердилась принадлежность к роду Bacillus. Из них 5 штаммов определили как 

вид B. pumilus, 2 штамма – как B. licheniformis и 1 штамм – как B. lentus (таблица 6). 

Таблица 6 – Видовая принадлежность природных штаммов Bacillus spp., установленная с 

помощью Microgen Bacillus-ID 

№ образца 

растения 

Установленный 

вид бактерий 

Вероятность верной 

идентификации, % 

№ штамма в коллекции ИЦ 

«Промбиотех» 

4 B. pumilus 64,84 16 

5 B. lentus 42,95 15 

28 B. pumilus 94,61 4 

29 B. pumilus 95,08 5 

30 B. pumilus 94,61 6 

31 B. pumilus 94,61 7 

32 B. licheniformis 63,27 8 

33 B. licheniformis 89,45 9 

 

 Все штаммы кроме B. lentus 15 (слабо дифференцируем) и B. licheniformis 8 

(средне идентифицируем) тест-система признала как хорошо идентифицируемые. 

Однако, в Microgen Bacillus-ID не представлены профили и 5 % известных на данный 

момент видов бацилл (Caulier et al., 2019), поэтому результаты данной видовой 

идентификации сочли первичными, требующими подтверждения с помощью более 

достоверных методов. Так, например, штамм B. lentus 15 с помощью генетической 

идентификации по 16S рРНК и с использованием специфических праймеров BTf 
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(ATCGGTGATACAGATAAGACT) и BTr (CCTTCATACGTATGAATATTATTT) 

идентифицировали как B. toyonensis (Пат. 2693439). А для штамма B. pumilus 16 

после идентификации по 16S рРНК и с использованием праймеров Pum-f 

(ATGACAAGTGATAAACCATTTAAG) и Pum-r (AACGGTTGCATCTCTACGCAG) 

подтвердили верность определения принадлежности к виду с помощью тест-

системы Microgen Bacillus-ID (Пат. 2694522).  

 

3.3. Биосовместимость выделенных бактерий рода Bacillus 

Поликомпонентные препараты, состоящие из нескольких штаммов бактерий, 

зачастую оказываются эффективнее, чем монокомпонентные (Wang et al., 2019; Win 

et al.,2021). Однако при их разработке необходимо учитывать степень 

биосовместимости штаммов, ведь от этого зависит стабильность и положительный 

эффект от применения биопрепарата (Ковалевская и др., 2016; Волкова и др., 2020).  

Для дальнейших исследований использовали 9 природных штаммов бацилл – 

8 ризосферных штаммов, выделенных в пункте 3.1., а также штамм B. licheniformis 

10 из коллекции ИЦ «Промбиотех». Последний штамм получили из филлосферы 

злаковых культур (сена). Биосовместимость штаммов определили двумя методами – 

перпендикулярных штрихов и лунок. Повторность экспериментов – трехкратная.  

В таблице 7 представлены результаты по биосовместимости исследуемых 

штаммов методом перпендикулярных штрихов. В соответствии с полученными 

данными не все штаммы бацилл совместимы друг с другом (Малкова и др., 2022). 

Таблица 7 – Совместимость природных штаммов Bacillus spp., определенная методом 

перпендикулярных штрихов (М±m) 

Штаммы 

по 

вертикали 

Штаммы по горизонтали 

B. p. 

4 

B. p. 

5 

B. p. 

6 

B. p. 

7 

B. p. 

16 

B. t. 15 B. l. 8 B. l. 9 B. l. 

10 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

B. p. 4*  + + + + -  

(12,0± 

1,0) 

-  

(2,3± 

0,6) 

+ - 

(2,0± 

0,0) 

B. p. 5 +**  + + + - 

(9,7± 

2,1) 

- 

(2,3± 

0,6) 

+ - 

(2,3± 

0,6) 

B. p. 6 + +  + + - 

(10,0± 

1,0) 

- 

(2,3± 

0,6) 

+ - 

(3,0± 

0,0) 
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Продолжение таблицы 7 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

B. p. 7 + + +  + - 

(10,0± 

2,6) 

- 

(2,3± 

0,6) 

+ - 

(2,0± 

0,0) 

B. p. 16 + + + +  - 

(10,0± 

1,0) 

- 

(2,8± 

0,3) 

+ - 

(3,0± 

0,0) 

B. t. 15 - 

(1,0± 

0,0) 

- 

(1,7± 

0,6) 

- 

(1,0± 

0,0) 

- 

(1,0± 

0,0) 

- 

(1,0± 

0,0) 

 + + + 

B. l. 8 - 

(6,0± 

0,0) 

- 

(5,7± 

0,6) 

- 

(5,3± 

0,6) 

- 

(6,0± 

1,0) 

- 

(5,7± 

1,2) 

- 

(5,7± 

0,6) 

 - 

(4,0± 

1,0) 

- 

(4,0± 

0,0) 

B. l. 9 - 

(3,3± 

1,5) 

- 

(3,7± 

1,2) 

- 

(3,7± 

2,1) 

- 

(4,0± 

1,0) 

- 

(4,3± 

0,6) 

- 

(4,0± 

1,0) 

- 

(3,0± 

0,0) 

 - 

(4,0± 

1,0) 

B. l. 10 - 

(1,7± 

0,6) 

- 

(1,7± 

0,6) 

- 

(2,7± 

0,6) 

- 

(1,6± 

1,2) 

+ + + +  

*: B. p. – B. pumilus, B. t. – B. toyonensis, B. l. – B. licheniformis 

**: «+» – биосовместимы, «-» – антагонизм (M±mm в мм) 

 

Высокую биосовместимость установили для всех представителей B. pumilus. 

Для пяти штаммов данного вида зафиксировали нейтральные взаимоотношения. 

Вероятно, для исследуемых штаммов B. pumilus может быть характерно даже 

взаимное стимулирование роста, но для доказательства необходимы 

дополнительные эксперименты.  

По отношению к штаммам B. licheniformis 8 и B. licheniformis 10, а также B. 

toyonensis 15 все штаммы вида B. pumilus проявили антагонистический эффект, 

сильнее всего угнетая последний штамм (на 12 мм максимально). B. toyonensis 15 

также слабо ингибировал рост штаммов B. pumilus (от 1 до 1,7 мм), не блокируя при 

этом рост всех представителей вида B. licheniformis.  

Для штаммов B. licheniformis 8 (рисунок 8, А) и B. licheniformis 9 выявили 

антагонистическое взаимодействие со всеми исследуемыми природными штаммами 

Bacillus spp. Возможно, данные культуры продуцировали бактериоцины, 

способствующие подавлению близкородственных видов бактерий (Тагиева, 

Гахраманова, 2020). Вероятно, изучаемые культуры также выделяли вещества 

низкой молекулярной массы, которые диффундировали в твердой среде и влияли на 

их антибактериальную активность. А для штамма B. licheniformis 10 выявили 
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биосовместимость со следующими штаммами: B. toyonensis 15, B. pumilus 16, B. 

licheniformis 8 и B. licheniformis 9. 

Метод лунок отличался от метода перпендикулярных штрихов тем, что в 

данном случае культуру бактерий рода Bacillus поместили в лунки в жидком 

агрегатном состоянии. Это могло повлиять на накопление не только 

низкомолекулярных, но и высокомолекулярных веществ, влияющих на характер 

взаимодействия бактерий. В таблице 8 представлены данные по совместимости 

бактерии рода Bacillus с использованием метода лунок. Полученные результаты во 

многом совпали с ранее установленными методом перпендикулярных штрихов. 

Таблица 8 – Биосовместимость штаммов бацилл, установленная методом лунок (М±m) 

Штаммы 

в газонах 

Штаммы в лунках 

B. p. 

4 

B. p. 

5 

B. p. 

6 

B. p. 

7 

B. p. 

16 

B. t. 

15 

B. l. 

8 

B. l. 9 B. l. 10 

B. p. 4*  + + + + + -  

(2,0± 

1,0) 

+ + 

B. p. 5 +**  + + + + - 

(1,3± 

0,6) 

+ + 

B. p. 6 + +  + + + - 

(3,3± 

0,6) 

+ + 

B. p. 7 + + +  + + - 

(1,7± 

0,6) 

+ + 

B. p. 16 + + + +  + - 

(2,7± 

0,6) 

+ + 

B. t. 15 - 

(1,7± 

0,6) 

- 

(1,7± 

0,6) 

- 

(2,7± 

0,6) 

- 

(1,0± 

0,0) 

- 

(2,3± 

0,6) 

 - 

(1,0± 

0,0) 

- 

(2,0± 

0,6) 

- 

(1,0± 

0,0) 

B. l. 8 - -  - - - +  - - 

B. l. 9 + + + + + + - 

(1,0± 

0,0) 

 + 

B. l. 10 + + + + + + - 

(1,0± 

0,0) 

+  

*: B. p. – B. pumilus, B. t. – B. toyonensis, B. l. – B. licheniformis 

**: «+» – биосовместимы, «-» – антагонизм (M±mm в мм) 

 

Все исследуемые штаммы вида B. pumilus снова проявили высокую 

совместимость между собой. А штамм B. toyonensis 15 оказался наименее 

устойчивым, так как все остальные бациллы подавили рост его газона (от 1,0 до 2,7 
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мм максимально) (рисунок 8, Б). Возможно, это обусловлено тем, что данный штамм 

единственный из исследуемых принадлежит к группе B. cereus, а не B. subtilis 

(Jimenez et al., 2013). 

 
Рисунок 8 – Скрининг совместимости некоторых исследуемых штаммов Bacillus spp.:  

А – спектр антагонистической активности штамма B. licheniformis 8, выявленный методом 

перпендикулярных штрихов, Б – антагонистическое действие штаммов B. licheniformis 10 

и B. pumilus 16 по отношению к штамму B. toyonensis 15, установленное методом лунок.  

1 – штаммы-антагонисты, 2 – штрихи тест-культур, 3 – газон штамма B. toyonensis 15 

  

Для штамма B. licheniformis 8 снова установили высокий антагонистический 

эффект. Газон данной бактерии угнетал рост других исследуемых бацилл даже в 

областях их лунок (кроме штамма B. toyonensis 15). В связи с полученными 

результатами данный штамм признали неподходящим для включения в состав 

поликомпонентных препаратов.  

Штамм B. licheniformis 10 при использовании метода лунок 

продемонстрировал биосовместимость с другими исследуемыми штаммами Bacillus 

spp. Поэтому для более точного понимания типа взаимоотношений между 

микроорганизмами необходимо применять различные микробиологические методы. 

Так как при различных условиях (консистенция среды, совместное/отсроченное 

культивирование и т.п.) могут включаться различные механизмы взаимодействия, в 

том числе – антагонизма. 

 Таким образом, штамм B. licheniformis 8 оказался самым сильным 

антагонистом по отношению ко всем изучаемым представителям рода Bacillus. А для 

всех штаммов вида B. pumilus подтвердили биосовместимость обоими 

используемыми методами (лунок и перпендикулярных штрихов). Поэтому именно 
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они в первую очередь могут быть рекомендованы для разработки прототипа 

поликомпонентного биологического препарата для сельского хозяйства при 

наличии других технологически-ценных свойств.  

 

3.4. Антагонистическая активность выделенных штаммов Bacillus spp. по 

отношению к фитопатогенам 

 Для определения антифунгального действия природных штаммов бацилл 

первоначально изучили состав микромицетов на пророщенных семенах 

сельскохозяйственных растений (гречиха, рапс, овес, подсолнечник), которые 

использовали в дальнейших исследованиях. В ходе микроскопии пораженных семян 

установили, что они в большинстве случаев обсеменены грибами родов Alternaria 

sp., Penicillium sp. и Aspergillus sp. (Малкова и др., 2021). Именно эти микромицеты, 

доведенные до чистой культуры, а также штамм P. infestans из коллекции ИЦ 

«Промбиотех» использовали в качестве тест-культур. 

 Антагонизм оценивали методом агаровых блоков. О наличии 

антифунгального эффекта судили по слабому росту микроскопических грибов или 

его отсутствию в опыте по сравнению с контролем.  

Для большинства бактерий Bacillus spp. наиболее оптимальными являются 

температуры в пределах 30–37 °С (Vos et al., 2009). В опыте с P. infestans газоны 

изучаемых бацилл выросли за 24–48 ч при 18 °С, что важно при разработке 

биопрепарата для защиты растений. 

Диаметр культуры P. infestans в контрольных чашках через 2-е суток 

культивирования составил 12,7±0,6 мм, на 5-е сутки – 49,3±3,1 мм, а на 14-е – нити 

мицелия фитопатогена распространились по площади всей чашки (Малкова и др., 

2021). При этом в опытных чашках зафиксировали отсутствие роста P. infestans к 

окончанию эксперимента. Через 2 недели исследования отметили гибель P. infestans 

даже на установленных блоках, а в чашках с некоторыми штаммами бацилл (B. 

pumilus 6, B. licheniformis 8, B. licheniformis 9) выявили изменение цвета блока на 

коричневый (рисунок 9). Такие видоизменения не произошли во всех опытных 

чашках, поэтому можно предположить, что данное являение обусловлено 

особенностями биохимической активности 3-х данных штаммов.  
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Рисунок 9 – Чашки с P. infestans через 2 недели эксперимента: А – контрольная чашка, Б – 

опытная чашка. 1 – блок с P. infestans, 2 – газон штамма B. pumilus 6 

 

Все 9 природных штаммов бактерий Bacillus spp. проявили выраженный 

антимикотический эффект по отноешнию к P. infestans. Однако синтезируемые 

разными штаммами бацилл антифунгальные соединения, подавивщие рост P. 

infestans, могли быть различными. На это косвенно указало изменение цвета среды в 

некоторых чашках. 

Как и в случае с P. infestans, абсолютный антагонистический эффект при 

использовании метода агаровых блоков по отношению к штамму Alternaria sp. 

проявили все 3 штамма вида B. licheniformis и штамм B. toyonensis. С данными 

штаммами Bacillus spp. мицелий микромицета не начал распространяться за пределы 

агаровых блоков. Антагонистическое действие бактерий вида B. pumilus против 

Alternaria sp. приведено в таблице 9 (Малкова и др., 2021). 

Таблица 9 – Антифунгальная активность штаммов Bacillus spp. против Alternaria sp. 

(М±m) 

Штаммы Диаметр культуры Alternaria sp. (M±m, мм) по суткам 

эксперимента 

3 7 10 14 

Контроль 22,60±4,35 58,83±2,89 75,67±11,01 85,83±8,78 

B. pumilus 4 6,67±1,44 7,83±0,58 7,83±0,58 10,00±0,87 

B. pumilus 5 7,33±0,35 10,17±0,76 12,17±0,76 12,17±0,76 

B. pumilus 6 7,10±0,72 10,17±1,53 11,33±1,15 11,33±1,26 

B. pumilus 7 6,33±1,53 6,50±1,32 6,50±1,32 8,00±3,00 

B. pumilus 16 5,50±0,87 6,50±0,50 6,67±0,29 7,67±0,29 

 

Согласно полученным данным, мицелий Alternaria sp. в контроле 

максимально распространился за 3–7 сутки на 36,23 мм, а далее ее рост замедлился. 
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Минимальное увеличение диаметра культуры Alternaria sp. на 10,16 мм. при этом 

зафиксировали с 10 по 14 сутки исследования.  

Штаммы вида B. pumilus эффективно сдерживали распространение 

микроскопического грибка по площади чашки Петри на протяжении всех дней 

эксперимента, но штамм B. pumilus 5 проявил себя слабее остальных бацилл. А 

наиболее выраженный антагонистический эффект проявили штаммы B. pumilus 16, 

B. pumilus 7 и B. pumilus 4. К окончанию исследования они подавили рост тест-

культуры на 97 %, 96 % и 94 % соответственно по сравнению с контролем. 

Таким образом, все исследуемые бактерии Bacillus spp. ингибировали рост 

Alternaria sp. более чем на 90 %, что является высоким показателем. Различия в силе 

антифунгального действия разных штаммов и видов бацилл могли быть 

обусловлены набором фунгицидных соединений, а также степенью активности или 

их молекулярной массой.  

 Грибы родов Penicillium и Aspergillus относятся к плесеням хранения, которые 

замещают естественную микрофлору семян (роды Alternaria, Fusarium и др.) после 

уборки урожая (Дроздова и др., 2017). Это может снижать качество посевного 

материала, поэтому по отношению к ним также важно определять 

антагонистическое действие бактерий при разработке биопрепарата. 

 В соответствии с полученными данными, все природные штаммы бацилл 

подавили рост исследуемых микромицетов, заблокировав рост их мицелия по всей 

площади чашки Петри. Культуры Penicillium sp. и Aspergillus sp. в контроле за 14 

суток эксперимента достигли диаметра 77,50±1,38 мм и 76,60±2,70 мм 

соответственно. В опытных чашках микромицеты не распространились и на 

половину от этой площади. А бактерии Bacillus spp. образовали газон за 24 ч 

культивирования даже не при оптимальной для них температуре культивирования 

(при 22–25 °С) (Малкова и др., 2021). 

Как видно из таблицы 10, через сутки культивирования штамм Penicillium sp. 

выделил в среду антибактериальные соединения, так как диаметр зоны отсутствия 

роста штаммов Bacillus spp. составил более 7 мм (диаметр первоначального блока с 

грибом). Однако уже на 3 день эксперимента бациллы начали распространяться в 

направлении блоков с грибками. Возможно, это связано с синтезом ферментов, 

инактивирующих антибиотики пенициллинового ряда (Степашкина, 2017). Так, в 



64 

 

 

наших предыдущих исследованиях мы установили, что ряд коллекционных штаммов 

ВКПМ из группы B. subtilis не восприимчив к оксациллину и малочувствителен к 

бензилпенициллину (Irkitova et al., 2019). А, например, наш штамм B. pumilus 16 

оказался устойчивым к оксациллину, но чувствителен к бензилпенициллину (Орлова 

и др., 2020), что также косвенно совпало с данными по первому дню эксперимента.  

Таблица 10 – Антагонистическая активность штаммов Bacillus spp. по отношению к 

штамму Penicillium sp. (М±m) 

Штаммы Диаметр зоны, занимаемой пенициллиумом (M±m, мм), по суткам 

эксперимента 

1 3 7 10 14 

B. p. 4* 14,83±1,33 14,67±1,37 12,33±1,21 7,00±0,00 7,00±0,00 

B. p. 7 12,83±1,17 8,87±1,86 8,83±2,23 7,00±0,00 7,00±0,00 

B. p 16 12,33±1,03 10,50±0,55 10,00±2,28 7,00±0,00 7,00±0,00 

B. t. 15 9,50±1,52 7,00±0,00 9,33±0,52 9,33±0,52 9,33±0,52 

B. l. 8 12,50±1,22 10,83±0,75 11,33±0,52 7,00±0,00 7,00±0,00 

B. l. 9 8,33±2,07 7,00±0,00 11,17±1,94 11,67±1,75 11,67±1,75 

B. l. 10 23,00±1,79 14,83±3,19 18,67±1,97 21,33±1,75 23,83±1,94 

*: B. p. – B. pumilus, B. t. – B. toyonensis, B. l. – B. licheniformis 

 

Штаммы B. pumilus 5 и B. pumilus 6 сразу проявили устойчивость к 

антибактериальным метаболитам Penicillium sp., на это указало отсутствие зоны 

угнетения роста с первых суток эксперимента. К 10-му дню опыта штаммы B. 

pumilus 4, B. pumilus 7 и B. pumilus 16, а также B. licheniformis 8 распространились и 

на пространство возле блоков Penicillium sp. Штаммы B. toyonensis 15, B. 

licheniformis 9 и B. licheniformis 10 к 3-м суткам эксперимента прорасли в зонах с 

диффундированными антибиотиками Penicillium sp., однако через неделю от начала 

опыта микромицет начал распространяться поверх газонов этих бацилл.  

Следует отметить, что цвет мицелия Penicillium sp. на YEP-агаре в 

присутствии бактерий р. Bacillus изменился с зеленовато-желто-белого (как в 

контроле) на серо-черный. Кроме того, в опыте микроскопический грибок перестал 

выделять в среду пигмент, придающий среде желтый цвет и флуоресцирующий 

(рисунок 10). Вероятно, это обусловлено угнетающим действием штаммов Bacillus 

spp. на исследуемую культуру микромицета. 
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Рисунок 10 – Рост Penicillium sp. на 10 сутки эксперимента: А – контрольная чашка, Б – 

опытная чашка. 1 – блок Penicillium sp., 2 – газон штамма B. licheniformis 10 

 

При изучении антифунгального эффекта бацилл против штамма Aspergillus sp. 

получили отличные результаты. В таблице 11 приведены соответствующие 

сведения.  

Таблица 11 – Результаты изучения антагонистической активности Bacillus spp. по 

отношению к штамму Aspergillus sp. (М±m) 

Штаммы Диаметр зоны, занимаемой аспергиллом (M±m, мм), по суткам 

эксперимента 

1 3 7 10 14 

B. p. 4* 8,83±2,64 7,00±0,00 7,00±0,00 7,00±0,00 7,00±0,00 

B. p. 5 8,17±1,33 7,67±0,82 7,00±0,00 7,00±0,00 7,00±0,00 

B. p. 6 7,50±1,22 7,00±0,00 7,00±0,00 7,00±0,00 7,00±0,00 

B. p. 7 9,17±1,47 7,83±0,75 7,00±0,00 7,00±0,00 7,00±0,00 

B. p. 16 8,67±1,97 7,00±0,00 7,00±0,00 7,00±0,00 7,00±0,00 

B. t. 15 8,33±1,51 7,00±0,00 7,00±0,00 7,00±0,00 7,00±0,00 

B. l. 8 8,83±1,17 7,00±0,00 7,00±0,00 7,00±0,00 7,00±0,00 

B. l. 9 9,17±1,94 8,33±1,21 16,83±1,47 18,00±0,82 18,25±1,71 

B. l. 10 29,33±1,03 28,67±1,21 34,67±1,21 35,00±0,89 35,17±1,47 

*: B. p. – B. pumilus, B. t. – B. toyonensis, B. l. – B. licheniformis 

 

Через сутки культивирования небольшие зоны угнетения роста бацилл 

отметили и в чашках со штаммами B. pumilus 5 и B. pumilus 6, которые проявили 

устойчивость к антибиотикам Penicillium sp. Можно предположить, что Aspergillus 

sp. синтезировал антибактериальные соединения, которые быстрее диффундировали 

в агар или оказались более эффективными по отношению к данным бациллам. 

Однако через неделю культивирования 7 из 9 штаммов Bacillus spp. полностью 

распространились в областях отсутствия роста вокруг блоков микромицета. 
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Поэтому в целом бациллы сильнее и быстрее подавили Aspergillus sp., чем 

Penicillium sp. 

Как и в случае со штаммом Penicillium sp., присутствие бактерий рода Bacillus 

сказалось на интенсивности окраски мицелия Aspergillus sp. В контроле грибница 

была насыщенного красно-коричневого цвета, а в опыте – бледно-розового. 

Наиболее слабое фунгистатическое действие против Aspergillus sp. и Penicillium sp. 

проявили штаммы B. licheniformis 9 и B. licheniformis 10 (рисунок 11). Но даже они 

угнетали рост микромицета, не позволяя ему разрастись по площади чашки Петри 

со скоростью, как в контроле.  

 

Рисунок 11 – Сравнение роста Aspergillus sp. в опыте и контроле на 14 сутки 

эксперимента: А – контрольная чашка, Б – опытная чашка. 1 – культура Aspergillus sp., 2 – 

зона подавления роста бацилл, 3 – газон B. licheniformis 10 

  

Согласно полученным данным все 9 изучаемых природных штаммов Bacillus 

spp. проявили антигрибной эффект против всех исследуемых тест-культур. По 

отношению к P. infestans он оказался абсолютным. Однако стоит учитывать, что при 

использовании метода блоков у бактерий р. Bacillus было преимущество, так как они 

растут быстрее грибов и их нанесли на всю поверхность чашки. Однако и в полевых 

условиях при обработке семян обнаружен схожий эффект. 

 Против Alternaria sp. оказались наиболее активны все штаммы B. licheniformis, 

B. toyonensis 15, а также B. pumilus 16, B. pumilus 7 и B. pumilus 4. При этом по 

отношению к Penicillium sp. и Aspergillus sp. штаммы B. licheniformis 9* и 10 показали 

самый слабый антифунгальный эффект. А самым сильным антагонистом по 
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отношению к плесеням хранения оказался штамм B. pumilus 6. Изучаемые штаммы 

Bacillus spp. оказались способными не только подавлять рост микромицетов, но 

также и влиять на изменение окраски их мицелия. Кроме того, максимальный 

антагонистический эффект штаммов Bacillus spp. по отношению к разным 

микроскопическим грибам развивался в разное время: например, с Penicillium sp. на 

10 сутки эксперимента, а с Aspergillus sp. – через неделю. 

* Примечание: штамм B. licheniformis 9 позднее депонировали в RCAM и 

переидентифицировали как B. mojavensis RCAM05965. 

 С учетом полученных данных об антагонистической активности штаммов 

Bacillus spp. к фитопатогенам, а также сведений об их биосовместимости, в качестве 

действующего компонента разрабатываемого прототипа биологического препарата 

для защиты растений выбрали три штамма: B. pumilus 4, B. pumilus 7 и B. pumilus 16. 

Данные штаммы отобрали в том числе в виду того, что их выделили из растений тех 

же семейств, что рапс (сем. Brassicaceae, как и икотник – источник штамма B. 

pumilus 4), гречиха (сем. Polygonaceae, как и щавель – источник штамма B. pumilus 

7) и подсолнечник (сем. Asteraceae, как и цикорий – источник штамма B. pumilus 16), 

которые задействовали в следующих экспериментах. Было выдвинуто 

предположение, что в природе у подобных бацилл уже сформированы 

симбиотические взаимоотношения с перечисленными ценными 

сельскохозяйственными культурами, что сделало их наиболее перспективными для 

разработки биологического средства защиты растений. 

 

3.5. Фенотипическая идентификация отобранных штаммов B. pumilus с 

помощью The Biolog Gen III Microplate 

 Видовую принадлежность штамма B. pumilus 16 подтвердили в ходе 

генетической идентификации по гену 16S рРНК и с использованием 2 

специфических праймеров в лаборатории ВКПМ. А штаммы B. pumilus 4 и B. pumilus 

7 определили перед депонированием в коллекции ВКСМ с использованием тест-

системы The Biolog Gen III Microplate (приложение Б). Для сопоставления 

полученных биохимических профилей штамм B. pumilus 16 также проанализировали 

с помощью данного метода.  

 The Biolog Gen III Microplate – система для фенотипической идентификации 

широкого спектра бактерий до вида. Планшет содержит 96 лунок, 71 из которых 
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предназначена для установления ферментируемых источников углерода, 23 – для 

определения химической чувствительности, а также лунки положительного и 

отрицательного контроля. После инокуляции всех ячеек планшет культивировали и 

анализировали с помощью программы Biolog's Microbial Identification Systems. 

Исследуемые штаммы Bacillus spp. прокультивировали в течение 48 ч. По 

истечении этого времени программное обеспечение сформировало протоколы 

идентификации (приложение В). В соответствии с ними, принадлежность всех 

штаммов к виду B. pumilus подтвердилась. Вероятность для 4 штамма составила 77,5 

%, для 7–89,4 %, а для 16–95,4 %.  

Биохимические особенности изучаемых бацилл по утилизации различных 

субстратов представлены в таблице 12. Результаты в 55 лунках из 71 (77,5 %) 

оказались идентичными для всех штаммов B. pumilus. Наиболее похожей по 

профилю парой явились штаммы B. pumilus 4 и B. pumilus 7, так как у них не совпало 

только 6 (8,5 %) реакций. А больше всего несовпадений выявили между штаммами 

B. pumilus 7 и B. pumilus 16 – 15 (21,1 %). 

Все исследуемые штаммы B. pumilus оказались однозначно способными 

утилизировать в качестве единственного источника углерода только 6 субстратов: 

L- и D-аспарагиновые, L-глутаминовую, хинную, лимонную и L-яблочную кислоты. 

Также для всех штаммов зафиксировали слабую способность к усвоению 

гентиобиозы, β-метил-D-глюкозида, D-салицина, N-ацетил-D-глюкозамина, D-

фруктозы, D-маннитола, D-Фруктозо-6-фосфата, L-аргинина, пектина, D-

глюконовой кислоты, метилпирувата, L-молочной и γ -аминомасляной кислот. Из 

этого заключили, что данные бациллы лучше ферментируют аминокислоты и 

карбоновые кислоты, а также ряд сахаров и их производных.  

По дифференциальным характеристикам (Logan, Vos, 2015) бактерии вида B. 

pumilus должны расщеплять L-арабинозу, D-глюкозу, D-маннозу, D-маннитол, 

салицин, D-ксилозу, желатин, казеин и цитрат.  По совокупным данным с 

результатов анализов с помощью систем Microgen и Gen III 5 из 9 субстратов 

утилизировались каждым штаммом. При этом отметили различия в полученных 

данных. Например, по системе Microgen D-маннозу ферментировали все 3 штамма 

B. pumilus, а по Gen III – только штамм B. pumilus 7. Также D-ксилозу и желатин на 

невысоком уровне утилизировали все штаммы кроме B. pumilus 16. 
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Таблица 12 – Биохимические профили исследуемых штаммов B. pumilus 

Субстрат 

Штаммы  

Субстрат 

Штаммы  

Субстрат 

Штаммы 

4* 7 16 4 7 16 4 7 16 

Декстрин +-** +- - L-рамноза - - - Глюкуронамид +- - +- 

D-мальтоза - - - Инозин - - - Муциновая кислота - - - 

D-трегалоза  +- +- - D-сорбитол - - - Хинная кислота + + + 

D-целлобиоза  +- +- - D-маннитол +- +- +- D-сахарная кислота - - - 

Гентиобиоза +- +- +- D-арабитол - - - п-гидроксифенил-ацетамид - - - 

Сахароза  +- +- - Мио-инозитол - - - Метилпируват +- +- +- 

D-тураноза +- +- - Глицерин - +- - Метиллактат - - - 

Стахиоза - - - D-Глюкозо-6-фосфат - - - L-молочная кислота +- +- +- 

D-раффиноза - - - D-Фруктозо-6-фосфат +- +- +- Лимонная кислота + + + 

α-D-лактоза - - - D-аспарагиновая кислота + + + α-кетоглутаровая кислота - - - 

D-мелибиоза - - - D-серин - - - D-яблочная кислота - - - 

β-метил-D-глюкозид +- +- +- Желатин +- +- - L-яблочная кислота + + + 

D-салицин +- +- +- Глицил-L-пролин  - - - Бромянтарная кислота +- × × 

N-ацетил-D-глюкозамин +- +- +- L-аланин  +- + +- Твин 40 - - +- 

N-ацетил-β-D-маннозамин  - - - L-аргинин +- +- +- γ-аминомасляная кислота +- +- +- 

N-ацетил-D-галактозамин - - - L-аспарагиновая кислота + + + α-гидроксимасляная кислота - - - 

N-ацетилнейраминовая 

кислота - - - 

L-пироглутаминовая 

кислота - - - 

L-Лактон галактоновой 

кислоты - - - 

α-D-глюкоза +- +- - L-гистидин - - - α-кетомасляная кислота - - - 

D-манноза - +- - L-глутаминовая кислота + + + β-гидроксибутират - - - 

D-фруктоза +- +- +- L-серин × × × Ацетоуксусная кислота - - +- 

D-галактоза - +- - Пектин +- +- +- Пропионовая кислота - - - 

3-метилглюкоза - - - D-галактуроновая кислота  - - - Уксусная кислота - - +- 

D-фукоза - - - D-глюконовая кислота +- +- +- Муравьиная кислота - - - 

L-фукоза - - - D-глюкуроновая кислота - - -     

*: номера штаммов B. pumilus; **: «+» – положительная, «–» – отрицательная, «+-» – пограничная, «×» –ложноположительная реакции
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 Оказалось, что изучаемые штаммы B. pumilus слабо ферментировали α-D-

глюкозу, а для штамма B. pumilus 16 и вовсе зафиксировали отрицательный 

результат, хотя по литературным данным глюкозу считают предпочитаемым 

источником углерода для мнгогих бактерий рода Bacillus (Щербаков и др., 2014; 

Дэлгэрмаа, Нандин-Эрдэнэ, 2015).   

Для некоторых штаммов отметили реакции, реализуемые только ими. Так, B. 

pumilus 7 оказался способным ферментировать D-галактозу и глицерин, а штамм B. 

pumilus 16 – твин 40, ацетоуксусную и уксусную кислоты. 

Как и указано в определителе Берджи, все изучаемые штаммы B. pumilus 

оказались не способны к утилизации пропионата. В целом, наибольшее количество 

субстратов не ферментировал B. pumilus 16 – 45 (63,4 %), а штаммы B. pumilus 4 и B. 

pumilus 7 не выросли в 41 (57,7 %) и 39 (54,9 %) лунках соответственно. 

В таблице 13 приведены данные по химической чувствительности 3 

исследуемых штаммов B. pumilus.  Как и указано у Logan, Vos (2015), представители 

данного вида вариативно развивались при pH 5, при этом хорошо выросли при pH 6 

и концентрациях соли от 1 до 8 %.  

Таблица 13 – Результаты исследования штаммов на химическую чувствительность 

Субстрат 

  

Штаммы Субстрат Штаммы 

4* 7 16 4 7 16 

pH 6  +** + + Гуанидина гидрохлорид + + + 

pH 5 × × +- Ниапруф 4 - - - 

1% NaCl + + + Ванкомицин - - - 

4% NaCl + + + Тетразолий фиолетовый +- +- +- 

8% NaCl + + +- Тетразолий синий - - - 

1% лактат натрия + + + Налидиксовая кислота × × × 

Фузидовая кислота - - - Хлорид лития + + + 

D-серин  × × - Теллурит калия + + + 

Тролеандомицин - - - Азтреонам + + + 

Рифамицин SV  - - - Бутират натрия + +- × 

Миноциклин - - - Бромат натрия +- +- +- 

Линкомицин +- +- +-  

*: номера штаммов B. pumilus; **: «+» – отсутствие чувствительности, «–» – высокая 

чувствительность, «+-» – слабая чувствительность, «×» –ложноположительная реакция 

  

 Все исследуемые штаммы оказались абсолютно не чувствительными к 1 % 

лактату натрия, гуанидина гидрохлориду, хлориду лития, теллуриту калия, 

азтреонаму. Хотя данные соединения и их производные применяются в пищевой 

промышленности, лекарственных средствах, инсектицидах, антисептиках и пр. 
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(Асямова, Герунов, 2017; Кудряшов и др., 2019; Боломатова, Чернова, 2020). 

Поэтому возможно совместное применение изучаемых штаммов с препаратами, 

содержащими данные вещества. 

 Штаммы вида B. pumilus проявили высокую чувствительность в 7 (30,4 %) 

лунках. При этом отсутствие резистентности штамма B. pumilus 16 к олеандомицину 

и ряду других антибиотиков мы установили в нашем раннем исследовании (Irkitova 

et al., 2021). Результаты данного эксперимента также соотносились с литературными 

данными, так как для бактерий группы B. subtilis зачастую характерно отсутствие 

устойчивости к тетрациклину (миноциклин) и ванкомицину (Adimpong et al., 2012). 

Следует отметить, что The Biolog Gen III Microplate обладает достаточно 

высокой точностью видовой идентификации, в том числе бактерий рода Bacillus. 

Результаты в большинстве своем сопоставимы с данными по 16S. Кроме того, 

вместо ошибочной идентификации Gen III, как правило, выдает результат о 

невозможности идентификации, что указывает на необходимость повторных 

анализов или использование других методов определения вида (Wragg et al., 2014). 

Для всех исследуемых штаммов B. pumilus программное обеспечение вынесло 

однозначный вердикт о видовой принадлежности с высоким процентом 

вероятности. Несмотря на это, штаммы B. pumilus 4 и B. pumilus 7 также 

проанализировали по 16S, и их принадлежность к виду B. pumilus подтвердилась. А 

наиболее близким видом оказался B. safensis, как и по тест-системе Gen III. Таким 

образом можно заключить, что данный метод идентификации обладает достаточно 

высокой точностью при определении бактерий рода Bacillus, поэтому именно он 

используется при идентификации бацилл в коллекции ВКСМ. 
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ГЛАВА 4. РАЗРАБОТКА ТЕХНОЛОГИИ ПОЛУЧЕНИЯ МИКРОБНОГО 

БИОПРЕПАРАТА НА ОСНОВЕ КОНСОРЦИУМА ШТАММОВ B. PUMILUS 

 

 

4.1. Подбор питательной среды для культивирования посевного материала 

В промышленных условиях эффективно применять выращивание 

микроорганизмов в ферментационных установках, позволяющее увеличить 

количество биомассы бактерий или для наибольшего накопления целевых БАВ – 

продуктов жизнедеятельности микроорганизмов. Однако при внедрении в 

технологическую цепочку новых штаммов возникает потребность в установлении 

для них оптимальных параметров культивирования в лабораторных условиях, то 

есть на уровне посевного материала (Фирсова и др., 2019). 

Разрабатываемый опытный препарат – поликомпонентный, однако штаммы 

для его создания выращивали раздельно. Это в том числе обусловлено тем, что 

данные представители вида B. pumilus обладают схожими морфологическими 

характеристиками (рисунок 12), поэтому установление титра каждого из штаммов в 

смешанной культуре могло быть проблематичным. 

 
Рисунок 12 – Морфология колоний штаммов Bacillus spp., входящих в состав прототипа 

биопрепарата: А – штамм B. pumilus 4, Б – штамм B. pumilus 7, В – штамм B. pumilus 16 

 

 Данные штаммы оптимально развиваются при 30–37 °С в условиях аэрации, 

так как при термостатном культивировании у них образуется поверхностная пленка 

(рисунок 13), характерная для аэробных микроорганизмов (Irkitova et al., 2019). Это 

могло помешать переносу материнской закваски в ферментационный аппарат, 

поэтому посевной материал готовили в условиях шейкер-инкубатора с 250 об/мин.  
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Рисунок 13 – Колбы с L-бульоном: А – стерильная, Б – со штаммом B. pumilus 16, 

выращенным в шейкер-инкубаторе, В – со штаммом B. pumilus 16, выращенным в 

термостате 

 

 В качестве питательных сред для культивирования рассмотрели L, YEP и 

питательный бульоны. Для постановки эксперимента каждый из штаммов внесли в 

150 мл среды (колба на 500 мл) в количестве 2 бактериальных петель со скошенного 

агара. После 24 ч культивирования определили pH, ОП и титр Bacillus spp. 

 В результате экспериментов установили, что штаммы вида B. pumilus по-

разному развивались в изучаемых питательных средах. Как видно из данных в 

таблице 14, YEP-бульон оказался менее благоприятным для роста штаммов B. 

pumilus 4 и B. pumilus 7, на что указывал титр на порядок ниже (108 КОЕ/мл), чем на 

других бульонах. А штамм B. pumilus 16 на всех питательных средах развивал 

численность не менее 109 КОЕ/мл (Малкова, 2022). 

Таблица 14 – Показатели роста штаммов на исследуемых средах (М±m) 

Среды Штаммы рН ОП* Титр, КОЕ/мл** 

L-бульон B. pumilus 4 7,08±0,13 0,386±0,039 3,21(±0,27) ×109 

B. pumilus 7 6,85±0,18 0,268±0,066 1,53(±0,38) ×109 

B. pumilus 16 6,73±0,28 0,365±0,068 2,24(±0,47) ×109 

YEP-бульон B. pumilus 4 4,88±0,10 0,503±0,056 6,36(±1,05) ×108 

B. pumilus 7 4,94±0,19 0,704±0,123 1,80(±0,28) ×108 

B. pumilus 16 4,91±0,20 0,609±0,055 2,43(±0,52) ×109 

Питательный 

бульон 

B. pumilus 4 6,56±0,17 0,447±0,078 1,03(±0,19) ×109 

B. pumilus 7 6,58±0,16 0,411±0,049 1,37(±0,13) ×109 

B. pumilus 16 6,62±0,13 0,428±0,073 1,19(±0,25) ×109 

*: ОП – оптическая плотность; **: КОЕ – колониеобразующие единицы 

 

 В ходе микроскопических исследований также выявили отличия по размерам 

клеток на разных питательных средах. На рисунке 14 представлены фото B. pumilus 

16, но по другим штаммам получили аналогичные результаты. С L-бульона все 
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клетки были маленькие (2–3 мкм), располагались одиночно или парами. 

Морфология клеток B. pumilus с питательного бульона оказалась различной – в поле 

микроскопа отметили как короткие, так и длинные палочки, их расположение было 

одиночное или в цепях. Культура на этой среде выглядела неоднородной, что может 

ввести в заблуждение в ходе производственного процесса. На YEP-бульоне 

зафиксировали максимальный размер клеток как в длину, так и в диаметре (5–7 мкм) 

из всех представленных сред. Кроме того, отметили прямую зависимость между 

размерами клеток на разных питательных бульонах и увеличением оптической 

плотности для всех штаммов. 

 
Рисунок 14 – Микроскопия штамма B. pumilus 16 после культивирования на разных 

питательных средах: А – L-бульоне, Б – питательном бульоне, В – YEP-бульоне (× 1000) 

 

 Как видно из диаграммы на рисунке 15, подобной взаимосвязи, как между ОП 

и размерами клеток Bacillus spp., не выявили между ОП и титром штаммов. Для B. 

pumilus 16 при росте на разных средах между этими параметрами зафиксировали 

слабую прямую корреляцию (коэффициент корреляции = 0,4). А для штаммов B. 

pumilus 4 и B. pumilus 7 установили очень высокую отрицательную корреляцию ((–

0,94) и (–0,98) соответственно). 

 

Рисунок 15 – Изменение титра штаммов B. pumilus при культивировании на разных средах 
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Для всех штаммов также зафиксировали очень высокую отрицательную 

корреляцию между ОП и значением водородного показателя (B. pumilus 4 – (–0,98), 

B. pumilus 7 – (–0,95), B. pumilus 16 – (–0,98)). На YEP-бульоне pH оказался меньше 

5 у всех штаммов, что неблагоприятно для развития большинства нейтрофильных 

бацилл (Гребенщикова, 2020). Повлиять на это мог компонентный состав 

питательной среды. Ключевым отличием можно назвать то, что в L- и Питательном 

бульонах основными ингредиентами являются белковые соединения (пептон, 

гидролизат белков молока, дрожжевой экстракт), а в YEP преобладает глюкоза. 

Кроме того, (пункт 3.5) исследуемые штаммы B. pumilus слабо ферментировали 

альфа-D-глюкозу и предпочитали аминокислоты в качестве источников углерода, 

поэтому результаты данного опыта можно соотнести с полученными при анализе 

штаммов с помощью Gen III. 

Можно заключить, что наиболее оптимальной питательной средой для 

культивирования всех исследуемых штаммов Bacillus spp. и достижения 

максимального титра оказалась L-среда. Поэтому именно L-бульон отобрали в 

качестве основной питательной среды для выращивания посевного материала вида 

B. pumilus для дальнейшей инокуляции в биологические реакторы. 

 

4.2. Отработка режима культивирования штаммов B. pumilus в ферментере 

 Ферментации отобранных штаммов осуществили в биологическом реакторе 

объемом 15 л (ООО «Сторге», г. Санкт-Петербург, рисунок 16). В ходе разработки 

другого нашего опытного биопрепарата мы отработали оптимальную технологию 

культивирования штамма B. pumilus 16 (Малкова и др., 2021), которая также 

подошла и для других штаммов этого вида, входящих в состав разрабатываемого 

средства для защиты и стимуляции роста растений.  

Каждый из штаммов B. pumilus культивировали в ферментере раздельно, а сам 

процесс можно охарактеризовать как глубинный, аэробный, динамический и 

полупериодический.  (Луканин, 2016). Поэтому для получения опытной партии 

биопрепарата необходимо произвести не менее 3-х ферментационных циклов. 
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Рисунок 16 – Использованный ферментер объемом 15 л (ООО «Сторге», г. Санкт-

Петербург) 

 

Посевной материал штаммов B. pumilus в объеме 10 % от рабочего объема 

биореактора готовили в соответствии с условиями, установленными в п. 4.1. В 

таблице 15 представлены показатели материнской закваски изучаемых штаммов. 

Таблица 15 – Характеристики посевного материала штаммов B. pumilus (М±m) 

Штамм Титр, КОЕ/мл* ОП** рН 

B. pumilus 4 3,14(±0,23) ×109 0,359±0,054 6,90±0,32 

B. pumilus 7 1,43(±0,32) ×109 0,268±0,066 6,89±0,18 

B. pumilus 16 2,17(±0,37) ×109 0,365±0,048 6,73±0,20 

*: КОЕ – колониеобразующие единицы; **: ОП – оптическая плотность 

 

Все исследуемые штаммы при культивировании посевного материала в 

колбах достигли высокой численности в пределах одного порядка. Для всех 3-х 

штаммов вида B. pumilus зафиксировали схожие показатели оптической плотности 

и рН в пределах оптимальных значений. Согласно микроскопическим 

исследованиям культуральной жидкости бацилл, через 18–24 ч культивирования в 

поле микроскопа выявили преобладание вегетативных клеток, споры не обнаружили 

(Malkova et al., 2021). Далее посевной материал перенесли в биологический реактор. 

После засева ферментера температуру культуральной жидкости 

поддерживали на уровне 37 °С, а скорость мешалки – 250 об/мин. Подачу 

стерильного воздуха в начале процесса осуществили в количестве 0,5 л/мин. рН 

среды в первые часы культивирования удержали с помощью 20 % раствора 

гидроксида натрия в диапазоне 7,0±0,2.  С периодичностью осуществили 
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стерильный отбор проб для проведения наблюдений за развитием культуры B. 

pumilus, ее морфологическим состоянием и отсутствием посторонней микрофлоры. 

Также измерили оптическую плотность культуральной жидкости. Показатели 

ферментации отобранных штаммов представлены в таблице 16. Первоначальное 

значение оптической плотности среды по ферментациях в среднем составило 

0,493±0,115. 

Таблица 16 – Показатели ферментации штаммов B. pumilus (М±m) 

Показатель Штаммы Время культивирования, ч 

2 4 6 18–24 

Оптическая 

плотность 

B. pumilus 4 0,649±0,123 1,401±0,183 1,592±0,370 2,314±0,213 

B. pumilus 7 0,708±0,147 1,294±0,192 1,654±0,302 2,296±0,113 

B. pumilus 16 0,659±0,136 1,184±0,149 1,676±0,256 2,393±0,040 

Водородный 

показатель 

B. pumilus 4 6,99±0,18 6,80±0,02 6,99±0,27 7,93±1,00 

B. pumilus 7 7,10±0,28 7,07±0,26 7,47±0,53 8,15±0,88 

B. pumilus 16 6,93±0,03 7,39±0,25 7,70±0,15 8,04±0,21 

 

 Для всех изучаемых штамов при культивировании в биологическом реакторе 

отметили схожее развитие. В начале ферментации зафиксировали активное 

увеличение количества клеток бактерий в соответствии с микроскопическим 

анализом, что соотносилось с изменением ОП в большую сторону. Соответственно, 

в первые часы культивирования штаммы Bacillus spp. активно потребляли 

питательные вещества из среды и закислили ее, поэтому мы осуществляли 

автоматическое титрование культуральной жидкости до нейтральных значений 

активной кислотности. При этом штамм B. pumilus 16 уже на 4 ч ферментации 

сдвинул значение pH в сторону более щелочных значений, а штамм B. pumilus 7 – к 

6 часу. В условиях повышения кислотности началось спорообразование.   

 В промежутке 18–24 ч от начала ферментации ОП перестала меняться, по 

микроскопическому анализу выявили преобладание спор над вегетативными 

клетками (рисунок 17), кислород перестал потребляться. Все это послужило 

сигналом о необходимости окончания процесса культивирования бацилл в 

ферментере. Несмотря на несколько отличающиеся показатели ферментации у 

разных штаммов, это существенно не повлияло на длительность культивирования. 
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Рисунок 17 – Микроскопический препарат штамма B. pumilus 16 через 24 ч ферментации:  

1 – споры, 2 – вегетативные клетки (× 1000) 

  

 В условиях культивирования в биологическом реакторе численность клеток 

каждого штамма достигла 1010 КОЕ/мл. Т.е. титр увеличился на один порядок по 

сравнению с посевным материалом (таблица 17). 

Таблица 17 – Изменение численности бацилл после культивирования в ферментере 

Штамм Титр с ферментера, 

КОЕ/мл (М±m)* 

Кратная прибавка по сравнению 

с посевным материалом 

B. pumilus 4 3,40(±0,99) ×1010 1,08 ×10 

B. pumilus 7 1,27(±0,15) ×1010 0,89 ×10 

B. pumilus 16 4,25(±0,86) ×1010 1,96 ×10 

*: КОЕ – колониеобразующие единицы 

 

Таким образом, выбранные параметры культивирования в ферментационном 

аппарате оказались благоприятными для всех исследуемых штаммов. Данный вывод 

сделали в виду высокого выхода клеточной биомассы, являющейся целевым 

продуктом ферментации для производства прототипа биопрепарата.  

 

4.3. Технология получения прототипа биопрепарата 

Известны микробные препараты для растениеводства, представляющие собой 

культуральную жидкость микроорганизмов. Однако их срок годности без 

добавления консервантов ограничен (Саламатова и др., 2010; Штерншис, 2012; 

Кожемяков и др., 2015). Поэтому разрабатываемый опытный биопрепарат произвели 

в порошкообразном виде. Что привело к включению в технологическую цепочку по 

производству нескольких дополнительных этапов (рисунок 18).  
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Рисунок 18 – Схема получения прототипа биопрепарата для растениеводства  

 

В предыдущих пунктах главы подробно рассмотрели этапы 1 и 2, поэтому в 

данном пункте описали последующие стадии производства.  

Центрифугирование. Так как целевой продукт ферментации – клеточная 

биомасса, то по окончанию процесса культивирования ее отделение от 

культуральной жидкости. Концентрирование осуществили на центрифуге SIGMA 4-

16S/KS в течение 20 минут при 4100 об/мин. Получавшийся супернатант в 

дальнейших этапах производства протипа препарата не использовали.   

Лиофилизация. Полученную на предыдущей стадии клеточную биомассу 

предварительно смешали с криопротекторной средой в соотношении 1:1, 

распределили в простерилизованные лотки слоем 1,0-1,5 см и заморозили при 

температуре (–25) °С (в течение не менее 12 часов). После этого осуществили 

высушивание в лиофилизаторе Epsilon 1-4 LSCplus в течение порядка 2-х суток на 

автоматической программе для клеток микроорганизмов. В результате, после 

ферментации бацилл в биореакторе получили в среднем 113,28±32,43 г концентратов 

каждого штамма B. pumilus.  

Гомогенизация и смешивание концентратов. Перед смешиванием 

концентраты каждого из штаммов гомогенизировали для достижения однородной 

консистенции с помощью «Blixer 5 Plus». Далее все лиофилизаты проверили на 

содержание менее 5 % влаги в анализаторе влажности Shimadzu MOC63u. После 

этого получили опытный препарат путем смешивания концентратов всех 3-х 

штаммов в соотношении 1:1:1 с помощью «Blixer 5 Plus». Первоначально получили 

порядка 200 г прототипа биопрепарата для защиты растений. Часть опытной партии 

биопрепарата отправили на хранение при температурах 4–6 °C и 25 °С в 

герметичных упаковках. 
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 Для определения численности и чистоты лиофилизированных концентратов 

Bacillus spp. и прототипа биопрепарата их восстановили следующим образом: 5 г 

концентрата/прототипа препарата растворили в колбе с 50 мл стерильной 

дистиллированной воды и отправили на качалку на 30–40 минут для регидратации. 

Для дальнейшего исследования использовали чашечный метод Коха. 

 Численность клеток всех исследуемых штаммов после лиофильной сушки 

увеличилась практически на порядок, в сравнении с титром с биореактора. Несмотря 

на то, что наибольшее значение КОЕ/г с ферментера отметили у штамма B. pumilus 

16, после сушки наибольшую численность зафиксировали для концентрата B. 

pumilus 7. Однако различия оказались не столь значительными (таблица 18). 

Таблица 18 – Численность бактерий B. pumilus в концентратах и опытном биопрепарате 

(М±m) 

Штамм Титр 

лиофилизированного 

концентрата, КОЕ/г* 

Кратная прибавка по 

сравнению с титром с 

ферментера 

Титр готового 

препарата, КОЕ/г 

B. pumilus 4 2,65(±0,83) ×1011 0,78 ×10 1,29(±0,30) ×1012 

B. pumilus 7 4,93(±1,53) ×1011 3,88 ×10 

B. pumilus 16 3,97(±1,05) ×1011 0,93 ×10 

*: КОЕ – колониеобразующие единицы 

 

 Численность бактерий в опытном биопрепарате сразу же после смешивания 

оказалась еще на порядок выше, чем в каждом из концентратов. Поэтому 

практически установленная численность КОЕ/г в опытном препарате совпала с 

математическими расчетами по сложению титров концентратов всех штаммов B. 

pumilus. Что дополнительно указало на биосовместимость этих культур. Однако 

первоначально запланировали титр на уровне не менее 1×1011 КОЕ/г. 

 Колонии штаммов B. pumilus слабо дифференцируемы друг от друга. Поэтому 

численность каждого из штаммов в опытном препарате не установили. Однако 

выделили как минимум 2 морфотипа колоний (рисунок 20, А) на L-агаре. Колонии 

первого морфотипа охарактеризовали как бело-кремовые, круглые, приподнятые, 

складчатые, 2–3 мм в диаметре. Колонии второго типа похожи на вышеописанные, 

однако для них отметили больший диаметр (5–7 мм) и меньшую выраженность 

складчатости.    

 По описанной выше схеме произвели прототип поликомпонентного 

биопрепарата на основе 3-х штаммов B. pumilus взятых в равных пропорциях. 

Опытный препарат для защиты и стимуляции роста растений получили в виде 
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коричневого лиофилизированного порошка. Итоговый титр бацилл и их спор 

составил не менее 1×1011 КОЕ/г.  

 

4.4. Установление сроков годности опытного образца препарата 

 Часть первой полученной опытной партии препарата оставили с целью 

установления срока хранения. Для определения срока годности разработанного 

опытного биопрепарата для растений зафиксировали изменение титра бацилл в ходе 

хранения при 4–6 °C (рисунок 19). Также взяли на контроль возможность 

обсеменения опытного препарата бактериями группы кишечной палочки (БГКП). 

 

Рисунок 19 – Хранение опытного биопрепарата  

 

В ходе хранения в течение 2 лет титр опытного препарата не опустился ниже 

целевого значения – 1×1011 КОЕ/г. При этом, после 12 месяцев хранения 

зафиксировали снижение титра с 1012 до 1011 КОЕ/г, что все еще соответствовало 

целевой численности. Кроме того, в соответсвии с данными в п. 5.6. эффективность 

прототипа препарата также не снизилась. БГКП при посеве препарата не 

обнаружили ни разу.  

Часть опытной партии препарата оставили на хранение при температуре 

около 25 °С. При посеве через 21 месяц титр составил 3,39(±0,30) ×1011 КОЕ/г. Что 

совпало с данными при хранении в условиях холодильника. БГКП также не выявили. 

Поэтому предварительно заключили, что срок хранения прототипа биопрепарата на 

основе штаммов B. pumilus составил не менее 24 месяцев при температуре от 4 до 25 
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°С. Но для установления окончательного срока годности необходимо провести 

дальнейшее отслеживание. 

 Стоит отметить, что в ходе хранения опытный препарат остался 

поликомпонентным. Так как при посеве выявили сохранение нескольких 

морфотипов колоний. Но штаммы также оказались слабо дифференцируемы между 

собой (рисунок 20, Б). 

  
Рисунок 20 – Морфология колоний штаммов B. pumilus в опытном биопрепарате: А – 

сразу после смешивнаия, Б – через 12 месяцев хранения. 1 – колонии первого морфотипа, 

2 – колонии второго морфотипа 

 

 Также в ходе хранения сохранились цвет и консистенция опытного препарата, 

аналогичные виду концентратов каждого из штаммов B. pumilus. Посторонние 

запахи не выявили. 

 Таким образом, отслеживаемые микробиологические свойства 

разработанного прототипа биопрепарата для растений сохранились в ходе хранения 

в течение не менее 24 месяцев. Критериями для оценки послужили сохранение 

микробной чистоты и консистенции, отсутствие посторонних запахов, а также титр 

не менее 1×1011 КОЕ/г.  

 

4.5. Способ применения опытного биопрепарата 

На основе полученных данных в предыдущих пунктах главы сформировали 

первичные ТУ (ТУ 20.15.80-002-02067818-2022, введено впервые 23.09.2022 г.), ТИ 

(приказ ректора от 31.10.2022 г. №1551/п) на производство опытных партий 

препарата и зарегистрировали каталожный лист продукции (№ 080.007967) 
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(приложение Г). Прототип биопрепарата назвали «Фитопумилин». 

Транспортирование и хранение опытного препарата необходимо реализовывать 

согласно ГОСТ 28471-90. Помещения для хранения должны быть сухими, чистыми 

и хорошо вентилируемыми, температура – от 0 °С до + 25 °С. 

Так как разработанное опытное средство для растений – лиофилизированный 

порошок, а при сухой обработке он мог неравномерно распределяться на семенах 

(Ламан и др., 2006; Галимов, 2021), то перед применением необходимо готовить 

рабочий раствор. Т.е. для предложенного прототипа биопрепарата в качестве 

способа применения выбрали полусухое протравливание. 

В соответствии с «Государственным каталогом пестицидов и агрохимикатов» 

(2022) расход рабочей жидкости микробных препаратов при предпосевной 

обработке семян как правило составляет 10 л на 1 т семенного материала. При этом 

рецептура рабочей смеси варьирует и не всегда коррелирует с титром биопрепарата 

и видом растений.   

Рабочий раствор разработанного прототипа биопрепарата готовили из расчета 

1 г концентрата на 100 мл воды. Титр рабочей смеси – не менее 1×109 КОЕ/мл. Этого 

объема жидкости достаточно для обработки 10 кг семян, т.е. расход – 0,1 г на 1 кг 

семян. Суспензию опытного препарата по указанной выше методике готовили 

непосредственно перед экспериментами, описанными в следующей главе. 
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ГЛАВА 5. ОЦЕНКА ЭФФЕКТИВНОСТИ РАЗРАБОТАННОГО ОПЫТНОГО 

БИОПРЕПАРАТА 

 

 

5.1. Антагонистическое действие бактериального консорциума из прототипа 

биопрепарата по отношению к грибным фитопатогенам 

Несмотря на то, что для отдельных штаммов B. pumilus зафиксировали 

антимикотическую активность по отношению к ряду фитопатогенов, необходимо 

дополнительно проверить эффективность опытного препарата. В виду того, что для 

консорциума из нескольких штаммов может быть характерен другой уровень 

антагонистического действия к тем же тест-культурам. Поэтому антимикробную 

активность опытного биопрепарата проверили по отношению к тем же грибным 

культурам, что и каждый из Bacillus spp. по отдельности. Первоначально установили 

антифунгальное действие опытного средства для защиты растений методом 

агаровых блоков (таблица 19). 

Таблица 19 – Антагонистическое действие прототипа биопрепарата по отношению к 

грибным тест-культурам, установленное методом агаровых блоков (М±m) 

Микромицеты 

Диаметры зон, занимаемых 

микромицетами в контроле, по 

суткам  

Диаметры зон, занимаемых 

микромицетами в опыте, по 

суткам  

3 10 14 3 10 14 

P. infestans  17,50±0,58 55,5±0,71 95,33±0,58 6,57±0,41 -* - 

Alternaria sp.  24,50±2,65 80,00±1,41 84,67±0,58 7,60±1,82 8,50±1,52 8,50±1,52 

Penicillium sp. 12,83±0,98 53,00±6,22 70,25±9,81 8,33±2,10 9,50±0,58 9,50±0,58 

Aspergillus sp. 10,00±0,63 62,50±6,12 76,60±2,70 8,33±1,21 9,83±1,60 9,83±1,60 

*: отсутствие мицелия 

  

Бациллы в консорциуме также проявили противогрибковый эффект по 

отношению к грибным фитопатогенам, как и каждый штамм по отдельности. На это 

указали оптимальное развитие мицелия грибов в контрольных чашках и 

блокирование его роста в опытных. При этом гибель P. infestans в чашках с 

прототипом препарата произошла примерно на 7-е сутки эксперимента, в то время 

как штаммам B. pumilus по отдельности на полное подавление потребовалось около 

2-х недель (Малкова и др., 2021). Т.е. по отношению к данному фитопатогену для 

опытного препарата зафиксировали более быстрый абсолютный антагонистический 

эффект.  
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Диаметр мицелия Alternaria sp. с композицией из штаммов B. pumilus составил 

8,50 мм, что соответствовало среднему между значениями по каждому из штаммов. 

При этом рост микромицета в опытных чашках с отобранными штаммами бацилл по 

отдельности не прекратился и на 14-сутки исследования, а в данном случае диаметр 

гриба перестал меняться с 10-го дня эксперимента (Малкова и др., 2021). Это 

косвенно указало на синергизм 3-х штаммов B. pumilus при подавлении роста 

Alternaria sp.  

Консорциум бацилл оказался более устойчивым к действию плесеней 

хранения (Penicillium sp. и Aspergillus sp.) в первые сутки исследования, по 

сравнению с каждым из штаммов раздельно. На это указало то, что композиция 

штаммов Bacillus spp. быстро начала расти, и в данном эксперименте зона отсутствия 

роста бацилл вокруг блоков с грибами была минимальной (Малкова и др., 2021). 

Поэтому можно предположить, что консорциум из штаммов B. pumilus более 

устойчив к антибиотикам, выделяемым Penicillium sp. и Aspergillus sp., чем штаммы 

по отдельности на ранних сроках культивирования (рисунок 21). При этом конечный 

диаметр зон, занимаемых микромицетами в опытных чашках, в данном 

эксперименте оказался на несколько мм больше, чем с каждым из штаммов. 

Возможно, это связано с тем, что первоначально области, где отсутствовал рост 

микробов, фактически не проявились. 

 
Рисунок 21 – Зоны отсутствия роста Bacillus spp. вокруг блоков с Penicillium sp. на 3-и 

сутки культивирования: А – с газоном штамма B. pumilus 7, Б – с газоном прототипа 

биопрепарата. 1 – газон бацилл, 2 – зона подавления роста, 3 – блок с микромицетом 

 

Дополнительно антагонизм консорциума из опытного биопрепарата оценили 

с помощью метода параллельных штрихов (таблица 20). Культивирование 

осуществили при тех же температурных условиях, как и с применением метода 

блоков, но со всеми фитопатогенами использовали среду КСА. 
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Таблица 20 – Антагонистическое действие опытного биопрепарата по отношению к 

грибным тест-культурам, установленное методом параллельных штрихов 

Экспериментальные данные 

Штаммы 

грибов 

Параметры 

колонии 

грибов 

Размер колонии 

микромицетов (M±m, мм) 

в контроле, по суткам  

Размер колоний 

микромицетов (M±m, мм) в 

опыте, по суткам  

3 10 14 3 10 14 

P. infestans  

Длина* 

12,50± 

3,54 на всю 

чашку 

 

на всю 

чашку 

 

9,67± 

1,53 

19,00± 

1,00 

19,67± 

0,58 

Ширина 

11,50± 

2,12 

9,00± 

1,00 

13,00± 

1,00 

16,33± 

0,58 

Alternaria 

sp.  

Длина 

31,33± 

3,21 на всю 

чашку 

 

на всю 

чашку 

 

21,00± 

3,61 

44,67± 

5,51 

50,33± 

3,51 

Ширина 

28,33± 

3,10 

17,00± 

2,65 

35,33± 

0,58 

49,67± 

4,51 

Penicillium 

sp. 

Длина 

27,33± 

5,51 

60,00± 

4,00 

71,00± 

5,57 

21,00± 

3,61 

45,00± 

3,00 

60,00± 

5,57 

Ширина 

25,00± 

6,00 

55,33± 

1,53 

65,00± 

1,00 

17,00± 

2,65 

38,67± 

1,53 

51,00± 

4,36 

Aspergillus 

sp. 

Длина на 

блоке 

39,67± 

2,52 

57,00± 

7,00 на блоке 

 

23,33± 

3,10 

35,00± 

5,57 

Ширина 

36,67± 

2,52 

54,33± 

5,51 

20,67± 

2,08 

33,00± 

6,00 

Степень антагонистической активности 

Штаммы 

грибов 

Площадь колонии 

грибов в контроле на 

14 сутки, см2 

Площадь колонии 

грибов в опыте на 

14 сутки, см2 

Показатель 

подавления, % 

P. infestans 63,59 2,52 96,03 

Alternaria sp. 63,59 19,62 69,14 

Penicillium sp. 36,23 24,02 33,69 

Aspergillus sp. 24,31 9,07 62,71 

*: за длину колонии грибов принимали величину, параллельную штриху бактерий, ширину – 

перпендикулярную штриху бактерий  

  

 При использовании данного метода определения антагонистической 

активности антигрибковый эффект прототипа препарата оказался не столь 

абсолютным, как с методом блоков. Возможно, это обусловлено тем, что в данном 

случае площадь, занимаемая бациллами, меньше – только два штриха, а не вся 

поверхность чашки. Поэтому в толщу среды диффундировало меньшее количество 

антифунгальных веществ. Но все же угнетающий эффект регистрировали со всеми 

фитопатогенами. Значительного роста колоний грибов в длину по сравнению с 

ростом в ширину также не отметили в опытных чашках по сравнению с 

контрольными. Штрихи Bacillus spp. в ходе эксперимента также больше 

распространились по чашке. 
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Наиболее сильное действие опытного препарата на основе консорциума из 

штаммов B. pumilus вновь зафиксировали против P. infestans. При этом, очевидно, 

что КСА оказалась более оптимальной питательной средой для этого фитопатогена, 

чем питательный агар, так как в данном эксперименте микромицеты 

распространились по площади контрольных чашек уже к 10-м суткам (90 на 90 мм). 

В опытных же пробах параметры колонии гриба к окончанию эксперимента в 

среднем составили 19,67 на 16,33 мм, а показатель подавления роста – 96 %. 

Для Alternaria sp. КСА также оказался наиболее благоприятной средой. При 

этом рост микромицета в опытных чашках продолжился после 10 суток 

эксперимента, чего не наблюдали с применением метода агаровых блоков. Однако 

показатель подавления роста гриба оказался на высоком уровне – более 69 %. 

Самый слабый антагонистический эффект прототипа препарата при 

использовании данного метода отметили с Penicillium sp., степень подавления 

составила менее 34 %. При этом на КСА также изменился цвет колоний гриба на 

более зеленый, как в опыте, так и в контроле. Но в опытных чашках интенсивность 

окраски оказалась ниже. Также отметили образование экссудата, флуоресценция 

отсутствовала. 

Меньше всего КСА оказалась пригодной для культивирования Aspergillus sp., 

так как с блока по чашке гриб стал распространяться только на 5-е сутки 

эксперимента, чего не наблюдали при росте на YEP-агаре. И к окончанию 

эксперимента размер колонии микромицета в контроле оказался самым маленьким 

среди других грибков (57,00 на 54,33 мм в среднем) (рисунок 22).  

 
Рисунок 22 – Чашки с Aspergillus sp. на 14-й день эксперимента: А – контроль, Б – опыт. 1 

– микромицет, 2 – бациллы 
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Кроме того, на КСА мицелий Aspergillus sp. изменился в окраске с красной на 

зеленую. Вероятно, что неблагоприятные условия для культивирования снизили 

способность микромицета противостоять действию бацилл из опытного препарата, 

поэтому показатель подавления его роста составил почти 63 %, хотя раньше был 

близок к Penicillium sp. 

 Антифунгальную активность прототипа биопрепарата по отношению к 

фитопатогенам проверили также в лаборатории технологии микробных препаратов 

ВНИИСХМ. Антагонизм опытного средства защиты растений изучили против 11 

микромицетов. На рисунках 23 и 24 представлены результаты по антифунгальной 

активности биопрепарата против фитопатогенов из коллекции ВНИИСХМ, 

установленные методами колодцев и параллельных штрихов на среде PDA 

(картофельно-декстрозный агар). 

 
 Рисунок 23 – Антифунгальная активность прототипа биопрепарата, установленная 

методом колодцев 

 

 
Рисунок 24 – Антифунгальная активность прототипа биопрепарата, установленная 

методом параллельных штрихов 
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Для опытного биопрепарата зафиксировали антагонистическую активность 

почти ко всем исследованным штаммам грибов (кроме A. niger и F. sporotrichioides). 

При этом этот эффект проявился по-разному – в виде образования зон отсутствия 

роста микромицетов, уменьшения размера их колоний, снижения интенсивности 

окраски грибов (рисунок 25). По отношению к некоторым штаммам грибов 

отследили антифунгальное действие только при использовании одного метода 

(Pythium sp., F. graminearum). Поэтому для определения наиболее полного спектра 

антагонистического действия препаратов необходимо использовать различные 

техники и штаммы тест-культур. Методом колодцев для прототипа препарата 

зафиксировали самый сильный антагонистический эффект по отношению к 

Penicillium sp. 1, а методом параллельных штрихов – по отношению к A. brassicae.  

 
Рисунок 25 – Чашки с Penicillium sp. 2 к окончанию эксперимента: А – контрольная, Б – 

опытная. 1 – микромицет, 2 – штрих бацилл 

  

Эти данные во многом сошлись с полученными в нашей лаборатории 

результатами. Так, во ВНИИСХМ установили антифунгальное действие опытного 

препарата против 3-х штаммов Alternaria spp. различными методами. Причем 

показатель подавления A. brassicae оказался близким с нашим штаммом Alternaria 

sp. (66,97 и 69,14 % соответственно). Кроме того, в данном случае отметили также 

изменение окраски штрихов бацилл в непосредственной близости с микромицетом 

– с бело-кремовой на желтую (рисунок 26). Что вероятно связано с продукцией 

антифунгальных или защитных соединений. 
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Рисунок 26 – Чашки с A. brassicae к окончанию эксперимента: А – контрольная, Б – 

опытная. 1 – микромицет, 2 – штрих бацилл 

 

 И в ИЦ «Промбиотех», и во ВНИИСХМ получили подтверждения 

антагонизма прототипа биопрепарата против штаммов Penicillium spp. Причем при 

использовании метода параллельных штрихов в обоих лабораториях отметили 

снижение интенсивности окраски мицелия в опытных чашках (со штаммами 

Penicillium sp. и Penicillium sp. 2). Возможно, в лаборатории ВНИИСХМ не получили 

числового выражения антагонистического эффекта при использовании данной 

техники из-за особенностей штамма Penicillium sp. 2 (рост множеством колоний с 

блоков, а не единой колонией). Зато при использовании метода колодцев, когда 

штамм Penicillium sp. 1 засеяли в газон, зафиксировали самую большую зону 

угнетения роста (53 мм, рисунок 27). 

 
Рисунок 27 – Антагонистическая активность бацилл из прототипа биопрепарата против 

Penicillium sp. 1: А – контрольная чашка, Б – опытная чашка. 1 – газон микромицета, 2 – 

колодец с бактериальным консорциумом 
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Опытный биопрепарат не проявил антагонизма против штамма A. niger, хотя 

во ВНИИСХМ исследование провели только одним методом, поэтому нужны 

дополнительные эксперименты. Штамм Aspergillus sp. из коллекции нашего центра 

очевидно не принадлежит к виду A. niger из-за другой окраски мицелия.  

Таким образом, разработанный прототип препарата обладает достаточно 

широким спектром антагонистической активности против грибных фитопатогенов, 

вызывающих заболевания сельскохозяйственных культур – P. infestans, Penicillium 

sp. (3 штамма), Aspergillus sp., Alternaria sp., A. solani, A. tenuissima, A. brassicae, F. 

solani, F. graminearum, Pythium sp., Botrytis sp. (Woudenberg et al., 2013; Сокирко и 

др., 2014; Соколова, 2019). Хотя реальный диапазон антифунгального действия 

опытного препарата, вероятно, шире. Так как условия эксперимента (используемые 

методики, тест-культуры, питательные среды и пр.) могут способствовать запуску 

различных механизмов антагонизма, и соответственно, не всегда возможно 

зафиксировать положительный эффект. Кроме того, активность в лабораторных 

условиях зачастую не полностью соотносится с результатами в рамках 

промышленного испытания. Поэтому для получения более полной картины о 

возможной эффективности прототипа препарата провели дальнейшие исследования. 

 

5.2. Приживаемость бактерий из опытного биопрепарата на семенах рапса, 

овса, гречихи и подсолнечника 

При оценке эффективности биопрепарата для растениеводства в первую 

очередь ориентируются на его биологическую активность – антифунгальные 

свойства, продукцию фитогормонов и пр. (Леонтьевская, 2014). Однако другим 

немаловажным фактором, влияющим на эффективность микробного средства, 

является приживаемость действующих бактерий на обрабатываемых семенах. 

Исследуемые семена обработали рабочим раствором прототипа биопрепарата 

(опыт). А далее рассеяли на численность сразу после протравливания, через сутки и 

через неделю. Чашки каждый раз проинкубировали при 37 ⸰C в течение 24 часов. 

Параллельно заложили эксперимент, в котором контрольные (необработанные) и 

опытные семена распределили непосредственно на поверхность агаризованной L-

среды для визуальной оценки приживаемости бацилл из прототипа биопрепарата. В 

данном случае инкубирование произвели в течение 72 ч. (Малкова и др., 2022). 
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В соответствии с данными в таблице 21, численность микроорганизмов на 

обработанных семенах у всех культур увеличилась в сравнении с контролем. 

Наименее обсемененными оказались необработанные семена овса. 

Таблица 21 – Влияние прототипа биопрепарата на микробную нагрузку семян (M±m) 

Культуры Численность микроорганизмов на семенах, КОЕ/г* 

Необработанные 

(контроль) 

Обработанные, 

посев сразу 

Обработанные, 

посев через 24 ч 

Обработанные, 

посев через 

 7 суток 

Овес 5,25(±1,06)×103 3,03(±0,18)×106 1,93(±0,11)×106 1,18(±0,23)×106 

Рапс 1,20(±0,28)×104 6,30(±1,84)×106 2,23(±0,33)×106 3,77(±0,21)×106 

Подсолнечник 1,11(±0,16)×104 1,60(±0,42)×106 3,35(±0,92)×106 2,93(±0,81)×106 

Гречиха 3,60(±1,13)×104 5,27(±0,76)×106 3,29(±0,77)×106 3,41(±0,37)×106 

*: КОЕ – колониеобразующие единицы 

 

При рассеве на титр обработанных семян сразу после протравки опытным 

биопрепаратом отметили увеличение численности микроорганизмов по отношению 

к контрольным образцам на 2–3 порядка. После хранения обработанных семян в 

течение суток и недели отметили сохранение титра Bacillus spp. в том же порядке. 

Следовательно, посев семян в полевых условиях возможно производить как в 

первые часы после обработки, так и после хранения сроком не менее 7 дней, что 

практично для промышленного возделывания культур. 

При непосредственном распределении семян на чашки зафиксировали, что 

морфология колоний микроорганизмов в контроле различна. В опыте же вокруг 

каждого семени всех растений отметили рост бактерий с характерной морфологией 

действующих штаммов опытного препарата (кремовые с неровным краем и 

складчатостью). На микроскопии также выявили палочки небольшого размера, 

похожие на исследуемые штаммы B. pumilus. 

Обсемененность рапса в контроле оказалась невысокой, об этом 

свидетельствовало то, что колонии бактерий выросли не вокруг всех семян (рисунок 

28). На это могло повлиять то, что рапс предварительно обработали протравителем 

«Круйзер, КС». Кроме того, L-агар – не универсальная среда, как и температура 37 

⸰C, поэтому не все микроорганизмы выросли в данных условиях. Но, даже несмотря 

на это, выявили, что колонии в контрольной чашке не однородны по своей 

морфологии. А в опыте они оказались однотипными и характерными для штаммов 

B. pumilus из прототипа биопрепарата, кроме того, выросли возле каждого семени. 
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Рисунок 28 – Семена рапса на агаризованной среде после 3 суток культивирования: А – 

контрольные, Б – обработанные. 1 – необсемененное семя, 2 – колонии бактерий 

  

Для контрольных семян овса выявили большую обсемененность, чем для 

семян рапса – колонии бактерий отметили возле каждой семечки. Однако 

определили, что колоний бактерий в контроле относились к разным морфотипам в 

отличие от опытных. Флора контрольного образца гречихи также была представлена 

несколькими типами колоний, а в опытной чашке выросли однотипные колонии, 

характерные для штаммов B. pumilus (рисунок 29). 

 
Рисунок 29 – Семена гречихи на агаризованной L-среде после 3 суток культивирования: А 

– контрольная чашка, Б – опытная чашка 

 

 Семена подсолнечника оказались самыми обсемененными из всех, так как 

помимо бактериальной флоры идентифицировали и микромицеты. Благодаря этому 

дополнительно подтвердили антагонистический эффект бактерий из опытного 

препарата по отношению к микроскопическим грибам – в опытных образцах 

мицелий фактически не развивался (рисунок 30). В других наших исследованиях мы 

установили, что на данных семенах подсолнечника при проращивании развиваются 

грибы родов Mucor, Botrytis и Penicillium (Малкова и др., 2021). Фунгистатическое 
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действие опытного препарата против двух последних и других фитопатогенов 

показаны в предыдущем пункте. 

 
Рисунок 30 – Семена подсолнечника на агаризованной среде после 3 суток 

культивирования: А – контрольные, Б – обработанные.  

1– колонии микромицетов, 2 – колонии бактерий 

 

 Таким образом можно заключить, что бактерии опытного биопрепарата 

обладают хорошей приживаемостью на семенах, позволяющей хранить 

обработанный семенной материал сроком не менее одной недели. Кроме того, в 

данном опыте также подтвердили способность консорциума на основе штаммов B. 

pumilus угнетать рост неблагоприятной грибной флоры. Данный эксперимент 

позволил сделать вывод о том, что расход опытного препарата на массу семян 

рассчитан верно, так как все семена оказались обработанными, в виду того, что 

вокруг каждого из них проросли бактерии из опытного средства для растений. 

  

5.3. Биосовместимость бактериальной композиции из прототипа препарата с 

микроорганизмами из других биопрепаратов 

 Как для разработки биопрепарата, так и при оценке возможности совместного 

применения нескольких микробных препаратов одновременно важно учитывать 

биосовместимость штаммов из их составов. В соответствии с «Государственным 

каталогом пестицидов и агрохимикатов» (2022) наиболее распространенными 

компонентами биопестицидов являются представители рода Bacillus среди бактерий 

и представители рода Trichoderma среди грибов. На основании этого подобрали 

следующие тест-культуры (таблица 22). 
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Таблица 22 – Источники выделения тест-культур для данного исследования 

№ 

штамма 

Штамм Название 

биопрепарата 

Тип 

биопрепарата 

Препаративная 

форма 

1 B. subtilis В-10  «Алирин-Б» фунгицид таблетки 

2 B. subtilis 26Д  «Фитоспорин 

М» 

фунгицид, 

бактерицид 

порошок 

3 B. subtilis Ч-13 «Экстрасол» фунгицид, 

бактерицид 

жидкость 

4 B. thuringiensis var. 

kurstaki 

«Лепидоцид» инсектицид жидкость 

5 Metarhizium anisopliae «Метаризин» инсектицид порошок 

6 T. viride 471 «Триходерма 

вериде» 

фунгицид, 

бактерицид 

порошок 

7 T. harzianum Г 30 ВИЗР «Трихоцин» фунгицид порошок 

8 T. harzianum 18 ВИЗР «Глиокладин» фунгицид таблетки 

 

 Для определения биосовместимости консорциума штаммов B. pumilus с 

другими бактериями использовали метод перпендикулярных штрихов. А в случае с 

микромицетами – метод параллельных штрихов. 

 Как видно из таблицы 23 консорциум Bacillus spp. из опытного биопрепарата 

однозначно совместим со штаммами B. subtilis В-10 и B. thuringiensis var. kurstaki. 

Поэтому разработанное опытное средство для защиты растений возможно 

применять совместно с биопестицидами «Алирин-Б» и «Лепидоцид». 

Таблица 23 – Совместимость консорциума бактерий из опытного биопрепарата (БПР) с 

бациллами из коммерческих биопестицидов (М±m) 

Штаммы по 

вертикали 

Штаммы по горизонтали 

БПР B. s. В-10 B. s. 26Д B. s. Ч-13 B. thur. 

БПР  + - (2,33±0,58) - (21,67±2,08) + 

B. s.* В-10 + не устанавливалось 

B. s. 26Д + 

B. s. Ч-13 - (1,00±0,00) 

B. thur. + 

*: B. s. – B. subtilis, B. thur. – B. thuringiensis var. kurstaki; **: «+» – биосовместимы, «-» – 

антагонизм (M±mm в мм) 

  

 Со штаммом B. subtilis 26Д композиция из 3-х штаммов B. pumilus оказалась 

совместима только тогда, когда первым засеяли штамм из препарата «Фитоспорин 

М». В обратном же случае консорциум Bacillus spp. подавил рост тест-культуры на 

2,33 мм в среднем. Поэтому совместное применение данных препаратов возможно, 

но оно должно быть либо единовременным, либо в первую очередь необходимо 

осуществлять обработку биопестицидом «Фитоспорин М». 
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 Штамм B. subtilis Ч-13 и консорциум бацилл из прототипа биопрепарата 

оказались обоюдно несовместимыми. Причем бактерии из разработанного опытного 

средства защиты растений в среднем подавили рост штамма из препарата 

«Экстрасол» почти на 22 мм (рисунок 31). Вероятно, это связано с тем, что в данном 

случае штаммы B. pumilus накопили в среде высокую концентрацию бактериоцинов, 

эффективных против близкого вида B. subtilis (Тагиева, Гахраманова, 2020).  

 
Рисунок 31 – Тест на биосовместимость консорциума штаммов B. pumilus со штаммом  

B. subtilis Ч-13: 1 – штрих бацилл из прототипа биопрепарата, 2 – штрих штамма B. subtilis 

Ч-13, 3 – зона подавления роста  

  

 В соответствии с данными в таблице 24, микроскопические грибы из 

биопрепаратов быстрее развились на КСА, нежели фитопатогенные микромицеты. 

Штаммы T. viride 471 и T. harzianum Г 30 за 7 суток распространялись по всей чашке 

в контроле, а некоторые образцы T. harzianum 18 развились до максимально 

возможной площади уже на 3 сутки эксперимента.   

Таблица 24 – Совместимость консорциума бактерий из опытного биопрепарата со 

штаммами грибов из коммерческих биопестицидов 

Экспериментальные данные 

Штаммы 

грибов 

Параметры 

колонии 

грибов 

Размер колонии 

микромицетов (M±m, мм) 

в контроле, по суткам 

Размер колоний 

микромицетов (M±m, мм) в 

опыте, по суткам 

3 10 14 3 10 14 

1 2 3 4 5 6 7 8 

M. 

anisopliae 

Длина 25,00±

0,00 

72,50± 

2,12 

77,00± 

1,41 

24,67± 

0,58 

59,67± 

5,51 

71,33± 

2,52 

Ширина 26,00±

1,41 

73,00± 

0,00 

76,00± 

1,41 

23,67± 

0,58 

31,33± 

0,58 

32,00± 

0,00 

T. viride 

471 

Длина 59,00±

4,58 

на всю 

чашку 

на всю 

чашку 

46,33± 

1,53 

на всю 

чашку 

на всю 

чашку 

Ширина 57,67±

2,52 

31,67± 

0,58 
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Продолжение таблицы 24 

T. 

harzianum 

Г 30 

Длина 83,33±

11,55 

на всю 

чашку 

на всю 

чашку 

65,33± 

8,51 

74,33± 

13,65 

84,00± 

3,61 

Ширина 86,67±

5,77 

29,67± 

0,58 

34,67± 

6,11 

38,00± 

1,73 

T. 

harzianum 

18 

Длина 85,33±

8,08 

на всю 

чашку 

на всю 

чашку 

68,67± 

1,15 

75,33± 

1,53 

75,33± 

1,53 

Ширина 85,00±

8,66 

26,33± 

1,53 

27,33±0,

58 

27,33±0,

58 

Степень антагонистической активности 

Штаммы грибов 

Площадь 

колонии грибов 

в контроле на 14 

сутки, см2 

Площадь 

колонии грибов 

в опыте на 14 

сутки, см2 

Показатель 

подавления, % 

M. anisopliae 45,94 17,92 60,99 

T. viride 471 78,50 78,50 0 

T. harzianum Г 30 78,50 25,10 68,08 

T. harzianum 18 78,50 16,16 79,41 

 

 Первоначально зафиксировали фактически идентичные размеры колоний M. 

anisopliae в опыте и контроле (к 3 суткам). Однако в ходе дальнейшего 

культивирования площадь, занимаемая грибком в чашках с бациллами, оказалась 

меньше, чем в чистой культуре микромицета за это же время. К моменту окончания 

эксперимента степень подавления роста M. anisopliae бактериями из прототипа 

биопрепарата составила почти 61 %. Поэтому новый прототип биопестицида не 

рекомендовано применять с препаратом «Метаризин», так как микроорганизмы из 

их составов – не совместимы. 

 
Рисунок 32 – Экспериментальные чашки с культурой T. viride 471 на 3-и сутки: А – 

контрольная, Б – опытная. 1 – культура микромицета, 2 – штрих бацилл 

 

 С представителями рода Trichoderma зафиксировали отличную картину – в 

первой контрольной точке исследований отметили более слабое развитие грибов в 
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опыте, чем в контроле. При этом выявили преобладание роста мицелия в длину, над 

ростом в ширину (рисунок 32). Вероятно, это связано с тем, что консорциум Bacillus 

spp. со штрихов выделил в среду свои продукты метаболизма. 

При дальнейшем культивировании для штамма T. viride 471 зафиксировали 

равномерный рост мицелия по чашке (рисунок 33, А), как в опыте, так и контроле. 

И к окончанию эксперимента степень подавления роста гриба составила 0 %, 

поэтому штаммы из опытного бациллярного препарата и «Триходерма вериде» 

можно считать относительно биосовместимыми.   

 А рост других представителей рода Trichoderma к 14-м суткам исследования 

также оказался замедленным в опыте по сравнению с контролем, как и в начале 

эксперимента. Мицелий грибов в образцах с бациллами не распространился 

сплошным газоном к краям чашки, а лишь в виде одиночных колоний, чего не 

зафиксировали в контроле (рисунок 33, Б). Поэтому разработанный прототип 

препарата не рекомендовано применять совместно с фунгицидами «Трихоцин» и 

«Глиокладин». 

 
Рисунок 33 – Опытные чашка со штаммами Trichoderma spp. к окончанию эксперимента:  

А – со штаммом T. viride 471, Б – со штаммом T. harzianum Г 30.  

1 – микромицеты, 2 – штрихи бацилл 

  

 Таким образом, консорциум штаммов B. pumilus из прототипа биопрепарата 

оказался более совместимым с бактериальными штаммами, нежели грибными. Это 

могло быть обусловлено высокой фунгистатической активностью данной 

микробной композиции, предположительно, из-за способности к продукции 

сурфактинов, хитиназы и пр. (Ghasemi et al., 2010; Сидорова и др., 2021). 

Разработанное опытное средство для защиты растений возможно применять 
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совместно с такими биопрепаратами, как «Триходерма вериде», «Алирин-Б» и 

«Лепидоцид», а также с фунгицидом «Фитоспорин М» при соблюдении очередности 

обработки растений. 

 

5.4. Возможность совместного использования опытного препарата с 

химическими протравителями семян 

 Интегрированная защита растений считается современным подходом в 

сельском хозяйстве. Поэтому важно оценивать совместимость микробиологических 

методов с другими способами защиты растений. Установлено, что биологические и 

химические пестициды эффективнее применять комплексно (Суханова и др., 2019).  

 В данной работе оценили выживаемость бацилл из опытного биопрепарата в 

растворе с протравителями семян, представленными в таблице 25. Нормы 

применения взяли с сайта «Премьер-Агро».  

Таблица 25 – Характеристика использованных в работе протравителей семян 

Название Состав Тип препарата Норма применения 

Престиж, 

КС* 

имидаклоприд 140г/л + 

пенцикурон 150 г/л. 

инсектофунгицид 10 мл препарата на 100 мл 

воды (на 10 кг клубней) 

Инстиво, 

КС 

тиаметоксам 350 г/л инсектицид 0,5–1,0 л/т, 10 л/т расход 

рабочей жидкости 

Баритон, 

КС 

протиоконазол 37,5 г/л + 

флуоксастробин 37,5 г/л 

фунгицид 1,25-1,5 л/т, 10 л/т расход 

рабочей жидкости 

Винцит, 

КС 

флутриафол 25 г/л + 

тиабендазол 25 г/л 

фунгицид 1,5-2 л/т, 4,5-10 л/т расход 

рабочей жидкости 

Максим, 

КС 

флудиоксонил 25 г/л фунгицид 0,2-10 л/т, 6-15 л/т расход 

рабочей жидкости 

*: концентрат суспензии 

 

 Эксперимент заложили с 6 вариантами, 1 из которых был контрольным, а 

остальные – опытные. Дозировки указаны в таблице 26.  

Таблица 26 – Схема эксперимента с протравителями 

Вариант Расход рабочего раствора 

прототипа биопрепарата, мл 

Расход протравителя (или 

воды), мл 

1. Контроль (с водой) 9 1 

2. Престиж 9 1 

3. Инстиво 9 1 

4. Баритон 8,5 1,5 

5. Винцит 8 2 

6. Максим 8 2 

 

 Протравливание семян химическими пестицидами можно осуществлять как 

непосредственно перед посевом, так и за 7–14 дней до этого без снижения 
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эффективности. Однако при обработке семян биопрепаратами рекомендовано 

проводить протравливание непосредственно перед посевом (Семынина, 2013). 

Поэтому в данном эксперименте в качестве контрольных точек выбрали посевы 

через час после смеси рабочего раствора разработанного прототипа препарата с 

химическими пестицидами и через сутки (таблица 27).  

Таблица 27 – Влияние протравителей на численность бактерий из опытного образца 

биопрепарата (M±m) 

Вариант Титр бактерий через час 

после смешивания, 

КОЕ/мл* 

Титр бактерий через сутки 

после смешивания, КОЕ/мл 

1. Контроль (с водой) 1,70(±0,42)×109 1,14(±0,33)×109 

2. Престиж 2,05(±0,64)×109 1,37(±0,24)×109 

3. Инстиво 1,80(±0,42)×109 1,53(±0,18)×109 

4. Баритон 8,50(±2,12)×108 2,80(±0,28)×108 

5. Винцит 2,45(±0,78)×109 1,12(±0,30)×109 

6. Максим 1,30(±0,42)×109 4,53(±1,46)×108 

*: КОЕ – колониеобразующие единицы 

 

 В соответствии с полученными результатами прототип биопрепарата 

возможно применять совместно с пестицидами «Престиж», «Инстиво» и «Винцит». 

Так как зафиксировали титр в пределах одного порядка в опыте и контроле. 

При этом посев семян, обработанных совместно опытным биопрепаратом и 

протравителем «Максим», необходимо производить в первые часы после обработки, 

так как титр бацилл при хранении данной смеси в течение суток снизился на один 

порядок по сравнению с контролем. Действующим компонентом фунгицида 

«Максим» является флудиоксонил из класса фенилпирролов, который вызывает 

ингибирование фосфорилирования глюкозы при клеточном дыхании, однако 

молекулярный механизм этого процесса еще до конца не выяснен. Во многих 

источниках для данного вещества указана исключительно фунгицидная активность 

и отсутствие выраженного токсического действия на защищаемое растение, 

теплокровных животных и полезные организмы. Сведения о влиянии 

флудиоксонила на бактерий в литературных данных фактически не встречаются. 

Однако другие исследователи установили, что препарат «Максим» в 

производственной дозе снижает численность B. amyloliquefaciens ВКПМ В-11008, а 

также изучили негативное воздействие самого флудиоксонила не только на 

фитопатогенные грибы, но и другие микроорганизмы – Chlorella vulgaris, Candida 

albicans, S. cerevisiae. Кроме того, известны и другие вещества не только с 
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фунгицидной, но и антибактериальной активностью, например, сурфактин (Попов и 

др., 2003; Сираева, 2012; Meena et al., 2015; Randhawa et al., 2018; Bersching and Jacob, 

2021; Liu et al., 2022). Поэтому в данной сфере необходимы новые исследования. 

С пестицидом «Баритон» уже через час после смешивания с опытным 

биопрепаратом отметили снижение титра в последнем. Что не изменилось и через 

сутки хранения. Поэтому с данным фунгицидом опытное средство для защиты 

растений не совместимо. В состав химиката входят протиоконазол (триазолы) и 

флуоксастробин (стробилурины). Если первое вещество ингибирует синтез стерина, 

то последнее – клеточное дыхание, в том числе и у бактерий (Зинченко, 2012).  

Таким образом, опытный образец препарата оказался наиболее совместимым 

с 3 из 5 исследуемых пестицидов – «Престиж», «Инстиво» и «Винцит». Совместное 

использование прототипа биопрепарата с химикатами «Баритон» и «Максим» 

привело к снижению титра бактерий. Вероятно, это связано с тем, что данные 

фунгициды оказали негативное влияние на функционирование дыхательной цепи 

аэробных бацилл.  

 

5.5. Биологическая эффективность прототипа биопрепарата при 

проращивании семян рапса, гречихи, овса и подсолнечника in vitro 

 С теми же культурами, на которых проверили приживаемость бактерий из 

опытного биопрепарата, установили и его эффективность при проращивании в 

лабораторных условиях. С овсом фактически на всех семенах как в опыте, так и 

контроле выявили рост грибов рода Alternaria, т.е. уровень их инфицированности – 

высокий. Однако это не сказалось на растениях, так как отметили активное развитие 

ростков и корней (таблица 28). Вероятно, данные микромицеты оказались 

представителями эпифитной микрофлоры исследуемых семян, и в термостате 

выдержали оптимальные условия для их роста. Угнетающего действия 

разработанного прототипа биопрепарата на данные микромицеты не зафиксировали.  

Таблица 28 – Эффективность прототипа биопрепарата при проращивании семян овса в 

лабораторных условиях (M±m) 

Вариант Всходы, % Высота проростков, мм Длина корешков, мм 

Контроль 98,00±1,63 82,56±8,91 82,68±15,84 

Опыт 99,00±1,15 91,55±7,60 103,46±15,07 

+- к контролю 1,00 8,98 20,78 

HСР05* 2,45 3,17 7,29 

*: HСР05 – наименьшая существенная разность для 5 %-ого уровня значимости 
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Согласно полученным данным, опытный биопрепарат простимулировал 

прорастание семян овса. Значимого влияния на всхожесть не выявили, она и в 

контроле оказалась на высоком уровне, а прибавка к высоте проростков и длине 

корней была значима в опыте и составила почти 11 % и 25 % соответственно 

(рисунок 34).  

 

Рисунок 34 – Проростки овса: А – в опыте, Б – в контроле 

 

 При этом механизм стимуляционного действия опытного биопрепарата в 

данном случае остался неясным, так как антагонизма по отношению к грибной 

микрофлоре овса (р. Alternaria) не выявили. Вероятно, это связано с продукцией 

штаммами B. pumilus фитогормонов, что характерно для бактерий данного вида по 

литературным данным (Malfanova et al., 2011; Mazylyte et al., 2022), но для 

подтверждения этого необходимы дополнительные исследования.   

 В рамках данного эксперимента на семенах рапса не зафиксировали грибных 

фитопатогенов при проращивании, однако ранее мы установили, что на них 

встречаются представители родов Alternaria, Penicillium и Aspergillus. Последние из 

них выделили в чистую культуру и использовали в экспериментах по определению 

антагонистической активности.  

Следует отметить, что семена рапса как в опыте, так и контроле 

предварительно обработали инсектицидом «Круйзер». Поэтому положительные 

результаты по изучению эффективности опытного биопрепарата при проращивании 
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семян (таблица 29) указали на возможное синергичное действие биологического и 

химического пестицидов.  

Таблица 29 – Эффективность прототипа биопрепарата при проращивании семян рапса в 

лабораторных условиях (M±m) 

Варианты Всходы, % Длина проростка, мм Длина корня, мм 

Контроль 97,50±3,19 15,04±0,82 47,52±5,85 

Опыт 98,33±1,92 15,36±0,86 52,64±1,83 

+- к контролю 0,83 0,32 5,12 

HСР05* 4,57 1,15 3,24 

*: HСР05 – наименьшая существенная разность для 5 %-ого уровня значимости 

 

 Как и в случае с семенами овса, опытный биопрепарат не оказал влияния на 

всхожесть, которая и так была более 95 %. При этом прибавка к длине корня в опыте 

по сравнению с контролем оказалась значимой и составила около 11 %, что ниже, 

чем зафиксировали для овса. Значимой прибавки к длине проростка не выявили.  

 В виду небольшого размера семян рапса для влажных камер использовали 

чашки Петри с фильтровальной бумагой. А для гречихи и подсолнечника – 

простерилизованные лотки (12×20 см), в которые поместили по 50 семян. Для 

удобства предоставления данных в таблице 30 отражена суммарная длина 

проростков с корешками.  

Таблица 30 – Эффективность прототипа биопрепарата при проращивании семян гречихи и 

подсолнечника в лабораторных условиях (M±m) 

Культура Варианты Всходы, % 

Длина 

проростка+корня, 

мм 

Инфицированность, 

% 

Гречиха 

Контроль 66,67±9,87 68,52±11,49 28,00±6,93 

Опыт 92,00±2,00 79,85±17,14 18,00±0,00 

+- к 

контролю 
25,33 11,33 -10,00 

HСР05* 14,24 10,08 9,8 

Подсолнечник 

Контроль 60,67±3,06 15,66±0,69 64,50±11,70 

Опыт 71,50±4,43 22,23±4,27 71,00±14,47 

+- к 

контролю 
10,83 6,57 6,50 

HСР05 6,94 2,56 22,80 

*: HСР05 – наименьшая существенная разность для 5 %-ого уровня значимости 

 

 Степень поражения семян гречихи в контроле составила более 25 % (28 %), 

по ГОСТ 12038-84 данная инфицированность трактуется как сильная (Малкова и др., 

2022). Ранее мы установили, что данные семена поражены мицелием разных цветов 

(зеленый, белый, желтый, черный) штаммов р. Alternaria (Малкова и др., 2021). 

Причем в данном случае эти микромицеты отрицательно сказались на всходах 
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гречихи, по сравнению с семенами овса, на которых развился только черный 

мицелий грибов рода Alternaria.  

 В опытном варианте с применением опытного препарата при проращивании 

семян гречихи всхожесть семян повысилась на 38 %, а также снизилась 

инфицированность почти на 36 % по сравнению с контролем. При этом средняя 

длина проростков с корнями также увеличилась почти на 17 %. Все прибавки 

оказались значимыми. 

 Самыми инфицированными из всех исследуемых оказались семена 

подсолнечника (почти 65 % в контроле). На их поверхности обнаружили 

микромицеты родов Mucor, Penicillium и Botrytis (Малкова и др., 2021). Первые из 

них относятся к «грибам хранения» (Дроздова и др., 2017). Это указало на то, что на 

хранящемся зерне началась смена «полевых грибов» микрофлорой хранения. 

Инфицированность «плесенями хранения» может не только снижать всхожесть 

семян, но также придавать им токсические свойства. В рамках нашего исследования 

для семян подсолнечника выявили самую низкую всхожесть (около 61 %). 

 В опыте с прототипом препарата инфицированность семян увеличилась еще 

на 10 %. Хоть данное значение и не оказалось значимым, но, возможно, это связано 

с тем, что в состав защитной среды для получения прототипа биопрепарата входит 

сахар, являющийся благоприятным источником питания для грибов. С другими 

культурами подобное не отметили, вероятно, из-за различного состава грибной 

микрофлоры и количества спор в целом. Кроме того, семена с такой высокой 

инфицированностью не рекомендованы для посева.  

 Протравливание семян опытным биопрепаратом поспособствовало 

значимому увеличению всхожести почти на 18 %, а также общая длина проростка с 

корешком в опыте по сравнению с контролем значимо возросла в среднем на 42 %. 

Поэтому стимуляционную активность прототипа препарата зафиксировали даже на 

очень сильно инфицированных семенах. 

 Таким образом, протравливание семян в лабораторных условиях опытным 

препаратом на основе 3-х штаммов B. pumilus положительно сказалось на всхожести, 

длине проростков и корней растений. А также поспособствовало снижению 

инфицированности на средне-сильно пораженных семенах. Максимальное 



105 

 

 

повышение всхожести в опыте зафиксировали с семенами гречихи (38 %), а 

наибольшее увеличение длины проростков с корнями – с подсолнечником (42 %). 

 

5.6. Биологическая эффективность прототипа биопрепарата при 

выращивании рапса, гречихи, овса и подсолнечника in vivo 

Полевой эксперимент осуществили в 2021–2022 гг. Согласно полученным 

данным, прототип биопрепарата при единичном внесении в ходе протравливания 

семян не оказал большого влияния на развитие овса (таблицы 31, 32). 

В оба года отметили значимое увеличение высоты растения и длины метелки 

на 3,7 % и 6,1 % в среднем соответственно. Что соотносится с результатами 

лабораторных испытаний опытного биопрепарата. Однако по другим показателям 

хоть и зафиксировали положительную динамику, разница в опыте и контроле 

оказалась незначимой (кроме количества колосков в 2022 году). 

  Существенного влияния прототипа биопрепарата на количество растений и 

стеблей на экспериментальных площадках не выявили. Поэтому не установили и 

влияния прототипа опытного биопрепарата на общую кустистость. 

Так как обнаружили увеличение высоты опытных растений, можно 

предположить, что штаммы B. pumilus из опытного биопрепарата способны 

продуцировать ауксины и/или гиббереллины, ответственные за стимуляцию данного 

процесса. А отсутствие влияния на кустистость позволило выдвинуть 

предположение, что бациллы не производят цитокинины в достаточном количестве 

для данной культуры овса (Чумикина и др., 2021; Иванова, 2022).   

В сельском хозяйстве наиболее важным результатом является урожайность 

растения. Опытный биопрепарат не оказал значимого влияния на этот показатель. 

Поэтому его применение в данной дозировке и с однократным внесением не 

оправдано для стимуляции овса. Однако для однозначного утверждения 

неэффективности разработанного опытного средства необходимы дополнительные 

исследования – на других сортах, с другими дозировками и пр. Кроме того, 

антимикотические свойства опытного препарата также не проверили в рамках этого 

исследования, так как с естественным грибным фоном не отметили развитие 

болезней растений.
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Таблица 31 – Влияние прототипа биопрепарата на элементы структуры урожая овса (M±m) 

Вариант 
Высота 

растения, см 

Анализ метелки Масса зерна 

с 1 

растения, г 

Масса 1000 

зерен, г 

  

Биологическая 

урожайность 

зерна, г/м2 длина, см колосков, шт зерен, шт 

2021 год 

Контроль 88,48±4,26 12,65±0,80 18,44±2,07 32,25±4,91 1,30±0,15 43,06±1,05 409,78±118,09 

Опыт 91,40±3,06 13,27±0,55 19,07±0,45 33,01±1,09 1,44±0,12 45,31±1,79 454,39±92,69 

+- к 

контролю 
2,92 0,62 0,63 0,76 0,14 2,25 44,61 

HСР05* 2,69 0,56 1,43 3,11 0,16 2,54 183,9 

2022 год 

Контроль 106,35±2,85 14,80±0,20 24,61±2,20 49,84±4,07 2,12±0,25 42,45±1,70 740,36±132,29 

Опыт 110,73±6,18 15,86±0,38 28,23±2,38 54,15±3,03 2,35±0,15 43,34±1,29 773,90±93,97 

+- к 

контролю 
4,38 1,06 3,62 4,31 0,23 0,89 33,54 

HСР05 4,00 0,53 2,72 5,57 0,36 2,61 198,79 

*: HСР05 – наименьшая существенная разность для 5 %-ого уровня значимости 

 

Таблица 32 – Влияние прототипа биопрепарата количество растений и кустистость (M±m) 

Вариант 

К уборке на 1 м2 

растений, шт стеблей, шт 
общая 

кустистость 
растений, шт стеблей, шт 

общая 

кустистость 

2021 год 2022 год 

Контроль 320,75±103,75 553,25±100,63 1,72 349,50±47,88 419,75±46,91 1,20 

Опыт 316,50±61,98 586,50±47,45 1,85 330,00±36,51 397,25±45,73 1,20 

+- к 

контролю 
-4,25 33,25 0,13 

-19,50 -22,50 0,00 

HСР05 148,05 136,29 - 73,75 80,25 - 

*: HСР05 – наименьшая существенная разность для 5 %-ого уровня значимости 
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 Согласно данным в таблице 33, опытный препарат оказал положительное 

воздействие на урожайность рапса. Разница в опыте и контроле оказалась значимой 

в 2021–2022 гг. и составила 42,9 % в среднем. 

 В 2021 г. на увеличение биологической урожайности рапса в варианте с 

опытным биопрепаратом повлиял вес семян со стручка, который в опыте оказался 

на 47,5 % больше, чем в контроле. Это также привело к увеличению массы 1000 

зерен на 44,5 %. На следующий год урожайность оказалась выше с опытных делянок 

за счет значимого увеличения количества стручков с растения на 45,9 %. Во второй 

год испытаний также отметили значимую прибавку к высоте растений в опыте. А 

инфицирование растений, как и в случае с овсом, не зафиксировали. 

Несмотря на то, что семена рапса предварительно обработали «Круйзером», 

на некоторых растениях в 2022 г. на начальном периоде роста выявили капустную 

моль – известного вредителя ярового рапса (Поддубная, Поддубный, 2014). Поэтому 

растения на контрольных и опытных делянках в фазу бутонизации дополнительно 

обработали инсектицидом «Эйфория», КС. В итоге даже в контроле урожайность 

составила почти 2 т/га, что является нормальным значением для Алтайского края 

(Курсакова, Афанасьева, 2016). Поэтому вредители не оказали существенного 

влияния на данный показатель.  А увеличение урожайности в опыте также 

подтвердило совместимость прототипа биопрепарата с химикатами, что соотносится 

с результатами из лаборатории. 

В целом, для рапса и овса наиболее урожайным оказался 2022 г., что 

проследили как в опыте, так и контроле. Возможно, на это повлияли погодные 

условия – в мае и июне второго года испытаний близ Барнаула оказалось теплее, чем 

в 2021 г (средние температуры в мае и июне 2021 и 2022 гг. соответственно – 15,6 и 

16,9 ⸰C, 17,2 и 18,2 ⸰C). При этом количество осадков в июне и июле также оказалось 

выше в 2022 г (количество осадков в июне и июле 2021 и 2022 гг. соответственно – 

86 и 25 мм, 110 и 56 мм). А исследуемый сорт гречихи, вероятно, оказался более 

засухоустойчивым, чем рапс и овес, так как в оба года испытаний урожайность 

осталась примерно на одном уровне, хоть и отметили более существенные прибавки 

в количестве и весе зерна с растения за 2022 г. (таблица 34). 
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Таблица 33 – Влияние прототипа биопрепарата на элементы структуры урожая рапса (M±m) 

Вариант 

Количество 

растений на 

1 м2, шт 

Высота 

растения, 

см 

Количество 

стручков с 1 

растения, шт 

Кол-во семян 

в стручке, 

шт 

Вес семян 

со стручка, 

мг 

Масса 

1000 зерен, 

г 

Биологическая 

урожайность, 

г/м2 

2021 год 

Контроль 246,50±55,26 97,80±2,41 15,80±1,01 21,05±3,36 25,25±6,29 1,19±0,16 107,28±30,21 

Опыт 258,00±50,11 102,45±4,32 18,15±2,63 22,03±1,55 37,75±4,03 1,72±0,18 161,40±21,42 

+- к 

контролю 
11,50 4,65 2,35 0,98 12,50 0,53 54,12 

HСР05* 98,01 5,03 3,13 2,43 9,15 0,30 52,38 

2022 год 

Контроль 240,00±38,52 97,83±2,76 15,68±3,31 22,33±1,87 53,55±4,84 2,41±0,25 195,83±15,31 

Опыт 212,00±55,51 106,68±4,95 22,88±4,60 23,20±1,28 57,88±3,75 2,50±0,26 271,69±54,12 

+- к 

контролю 
-28,00 8,85 7,20 0,88 4,33 0,09 75,87 

HСР05 82,78 5,48 6,94 2,74 7,50 0,44 68,90 

*: HСР05 – наименьшая существенная разность для 5 %-ого уровня значимости 
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Таблица 34 – Влияние прототипа препарата на элементы структуры урожая гречихи (M±m) 

Вариант 

Количество 

растений на 1 

м2, шт 

Высота 

растения, 

см 

Количество 

зерен с одного 

растения, шт 

Вес зерна с 1 

растения, г 

Масса 1000 

зерен, г 

Биологическая 

урожайность 

зерна, г/м2 

2021 год 

Контроль 198,75±11,84 113,66±3,80 30,58±6,41 0,89±0,10 29,39±2,84 176,88±30,99 

Опыт 220,00±22,91 113,31±3,78 36,05±3,04 1,12±0,12 31,12±1,01 246,48±31,34 

+- к 

контролю 
21,25 -0,35 5,47 0,23 1,73 69,6 

HСР05* 31,59 4,16 5,16 0,17 3,69 54,00 

2022 год 

Контроль 168,00±21,95 108,95±3,04 28,58±8,01 0,97±0,20 33,35±2,88 164,83±52,97 

Опыт 162,00±21,09 109,15±8,89 46,07±0,50 1,57±0,04 34,01±0,89 257,00±45,95 

+- к 

контролю 
-6,00 0,20 17,49 0,60 -0,34 92,17 

HСР05 37,29 6,70 9,84 0,25 3,75 91,85 

*: HСР05 – наименьшая существенная разность для 5 %-ого уровня значимости 
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С гречихой значимое повышение биологической урожайности в опыте (на 

47,3 %) в 2021–2022 гг. испытаний можно объяснить увеличением количества зерен 

(+ 39,6 %) и их массы с одного растения (+ 43,9 %). Однако на массе 1000 зерен это 

существенно не сказалось. По сравнению с овсом и рапсом в варианте с опытным 

биопрепаратом ни в один год исследований не отметили значимое увеличение 

количества растений и их высоты на исследуемых участках. Однако и угнетающего 

действия не выявили.  

При выращивании семян подсолнечника, протравленных опытным 

препаратом, также не отметили его значимого влияния на количество растений и их 

высоту по сравнению с контролем к моменту уборки (таблица 35). Однако в первый 

год испытаний количество растений в обоих вариантах оказалось в 2 раза меньше по 

сравнению со следующим годом. Это соотносится с данными о высокой 

инфицированности семян подсолнечника, установленной в лабораторных условиях. 

В 2021 году перед уборкой подсолнечника (конец сентября) зафиксировали 

инфицирование корзинок грибами р. Penicillium (рисунок 35). Причем и в опыте, и в 

контроле, на достаточно высоком уровне. Т.е. как и в лабораторных условиях не 

зафиксировали фунгистатического эффекта от прототипа препарата при такой 

степени поражения. Возможно, проявлению инфицированности на растениях 

поспособствовало также большое количество осадков (выше среднего) во все 

месяцы вегетационного периода кроме мая в Первомайском районе. 

 
Рисунок 35 – Корзинки подсолнечника с экспериментальных участков 2021 года 
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Таблица 35 – Влияние прототипа биопрепарата на элементы структуры урожая подсолнечника (M±m) 

Вариант 

Количество 

растений на 

10 м, шт 

Высота 

растения, см 

Диаметр 

корзинки, 

см 

Кол-во семян 

с 1 корзинки, 

шт* 

Масса семян с 

1 корзинки, г 

Масса 1000 

зерен, г 

Биологическая 

урожайность, 

г/10 м 

2021 год 

Контроль 12,50±3,99 160,83±6,44 15,06±1,10 610,60±78,99 46,54±7,17 76,11±4,83 498,55±116,77 

Опыт 13,83±3,49 162,81±5,26 16,21±0,90 623,37±81,87 55,25±6,18 89,05±6,64 849,83±186,95 

+- к 

контролю 
1,33 1,98 1,14 12,77 8,71 12,94 351,28 

HСР05** 4,82 4,68 1,10 103,48 7,52 7,47 227,32 

2022 год 

Контроль 28,63±2,88 149,02±13,92 14,22±2,26 668,50±136,75 39,98±10,32 60,03±7,74 1123,99±334,66 

Опыт 28,25±3,24 149,55±8,81 15,86±2,05 921,07±143,09 70,33±18,80 72,44±13,72 1871,43±405,25 

+- к 

контролю 
-0,38 0,53 1,64 252,57 30,35 12,41 747,44 

HСР05 3,29 12,49 1,92 156,72 17,25 11,00 418,14 

*: пустые семечки не учитывались; **: HСР05 – наименьшая существенная разность для 5 %-ого уровня значимости 

 

 

 

 

 

 

 

 



112 

 

 

В первый год исследований зафиксировали значимое увеличение диаметра 

корзинки в опыте по сравнению с контролем на 7,6 %, а в 2022 г. – увеличение 

количества семян с 1 корзинки на 37,8 %. При этом в оба года испытаний отметили 

значимое увеличение биологической урожайности на 67,7 % в среднем, а также 

массы семян с 1 корзинки и 1000 зерен на 47,3 % и 18,9 % в среднем соответственно. 

А большую вариабельность значений можно объяснить тем, что для посевов 

использовали сорт, а не гибрид. 

Растения подсолнечника, семена которых обработали прототипом препарата, 

быстрее выросли в высоту в середине вегетации, нежели контрольные (рисунок 36). 

Однако в Алтайском крае вегетационный период (160–170 дней) не такой 

длительный, как например в Краснодарском крае (220–240 дней, 

https://clck.ru/DPEzM, 2023), поэтому данный эффект не столь значим с 

практической точки зрения в нашем регионе. К тому же к моменту уборки высота 

растений оказалась примерно на одном уровне без значимых расхождений. 

 
Рисунок 36 – Ряды подсолнечника в 2022 году: А – контрольный, Б – опытный 

 

 Таким образом, за 2021–2022 гг. полевых испытаний зафиксировали 

значимый эффект от применения опытного биопрепарата на биологическую 

урожайность и другие элементы структуры урожая рапса, подсолнечника и гречихи. 

Для овса в оба года установили только значимое увеличение высоты растений и 
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длины метелки, что не столь важно в практическом плане, но также свидетельствует 

о стимуляционной активности опытного препарата.  

Полученные результаты соответствуют предположению о том, что 

наибольшую эффективность опытный препарат может проявлять с растениями тех 

семейств, из которых выделили штаммы Bacillus spp.: B. pumilus 4 – из ризосферы 

растения семейства Крестоцветные, как и рапс, B. pumilus 7 – из ризосферы растения 

семейства Гречишные, как и гречиха, B. pumilus 16 – из ризосферы растения 

семейства Сложноцветные, как и подсолнечник. Вероятно, в данном случае 

проявился схожий эффект, как и с применением гомобиотиков в животноводстве – 

наибольшая эффективность штаммов в их естественных условиях обитания 

(Ноздрин и др., 2019). Кроме того, исследования в этой области известны и с 

растениями, ученые выявили сильную корреляцию между растительными и 

почвенными микробиомами, обусловленную специфичной корневой экссудацией 

(Kumar et al., 2011).   

В целом, опытный препарат не проявил фитотоксичного действия на 

исследуемые культуры, а антимикотическую активность в рамках данных 

исследований с естественным грибным фоном не оценили. Поэтому важно 

продолжать испытания в новых условиях. 

 

5.7. Расчетная экономическая эффективность опытного биопрепарата 

Так как прототип биопрепарата еще не запустили в реализацию, для 

определения его полной себестоимости невозможно точно указать коммерческие и 

ряд других расходов. Поэтому для установления его примерной цены для 

реализации определили среднерыночную цену препаратов-конкурентов. 

В соответствии с «Государственным каталогом пестицидов и агрохимикатов» 

(2022) в России зарегистрировано 2 препарата на основе бацилл в порошкообразном 

виде и с титром не менее 1×1011 КОЕ/г. Это «Алирин-Б» и «Гамаир». Их средняя 

цена на основании данных с 3-х источников (https://gavrishshop.ru/; 

https://formularosta.ru/; https://pr-agro.ru/) представлена в таблице 36. 
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Таблица 36 – Средняя цена на коммерческие препараты-конкуренты 

Название Действующий 

микроорганизм 

Вес 

упаковки, г 

Цена за 

упаковку, руб. 

Цена за 1 

кг, руб. 

Алирин-Б, СП* B. subtilis В-10 ВИЗР 120 6731,67 56097,22 

Гамаир, СП B. subtilis М-22 ВИЗР 60 5538,33 92305,55 

*: СП – смачиваемый порошок 

 

 Оба аналогичных препарата содержат в своем составе только по 1 

микроорганизму в качестве действующего компонента, а разработанный прототип 

биопрепарата – композицию из 3-х штаммов. Средняя цена за 1 кг препарата 

конкурентов составляет 74 200 руб. В виду того, что разработанный нами прототип 

препарата является многоштаммовым и для удобства подсчетов цену за 1 кг 

прототипа условно выбрали в размере 80 000 руб./кг. И это значение все равно ниже, 

чем цена за самый дорогой препарат-конкурент. 

 В таблице 37 представлены данные о расчетной экономической 

эффективности опытного биопрепарата на основании данных, полученных в 

предыдущем пункте. Привели средние показатели биологической урожайности за 2 

года экспериментов. Средние цены реализации семян в Алтайском крае взяли с сайта 

https://agroru.com/.  

 Для установления расхода прототипа биопрепарата на 1 м2 учли расход семян, 

который различен для разных культур. На засев 200 м2 опытных делянок с овсом и 

гречихой взяли по 5 кг семян и по 0,5 г прототипа биопрепарата соответственно. 

Исходя из цены прототипа биопрепарата в 80 000 руб. за 1 кг, на каждое растение 

израсходовали прототип на 40 руб. В таком случае, стоимость обработки 1 м2 

опытным биопрепаратом составила 0,20 руб. На засев 200 м2 рапсом израсходовали 

1 кг семян и 0,1 г прототипа биопрепарата. Следовательно, на обработку всех 

опытных делянок затратили прототип на 8 рублей, а на 1 м2 – 0,04 руб. 

Для засева 600 м2 подсолнечника (4 ряда по 200 м с шириной междурядья 0,75 

м) израсходовали 10 кг семян и 1 г опытного биопрепарата. На всю площадь 

израсходовали прототип на 80 рублей, а на 1 м2 – 0,13 руб. 
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Таблица 37 – Расчетная экономическая эффективность применения опытного биопрепарата 

Растение 

Биологическая 

урожайность, г/м2 

Цена прототипа 

биопрепарата для 

обработки, руб./м2 

Цена 

реализации 

культур, руб./г 

Выручка от 

реализации, 

руб./м2 

Экономическая 

эффективность, 

руб./руб. 

Рапс 

Контроль 151,56 0,00 0,05 7,58 - 

Опыт 216,55 0,04 0,05 10,83 - 

+- к контролю 64,99 - - 3,25 81,24 

+- к 

контролю, % 42,88% - - 42,88% - 

Гречиха 

Контроль 170,86 0,00 0,048 8,20 - 

Опыт 251,74 0,20 0,048 12,08 - 

+- к контролю 80,89 - - 3,88 19,41 

+- к 

контролю, % 47,34% - - 47,34% - 

Овес 

Контроль 575,07 0,00 0,012 6,90 - 

Опыт 614,15 0,20 0,012 7,37 - 

+- к контролю 39,08 - - 0,47 2,34 

+- к 

контролю, % 6,80% - - 6,80% - 

Подсолнечник 

Контроль 811,27 0,00 0,045 36,51 - 

Опыт 1360,63 0,13 0,045 61,23 - 

+- к контролю 549,36 - - 24,72 185,87 

+- к 

контролю, % 67,72% - - 67,72% - 
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В соответствии с полученными расчетными данными возделывание рапса, 

подсолнечника и гречихи с применением прототипа препарата экономически 

оправдано. По овсу не выявили значимой прибавки в биологической урожайности, 

поэтому и расчетная выручка (экономический эффект) составит менее 7 %, что 

экономически не оправдано. Наиболее выгодно выращивание подсолнечника с 

применением опытного биопрепарата – экономический эффект может составить 

более 65 %.  

В данной таблице при расчете экономической эффективности не учли 

расходы хозяйств на затраты по применению опытного биопрепарата (а только на 

приобретение). Это обусловлено тем, что затраты не возрастут с внедрением нового 

опытного биопрепарата в виду того, что семена в основном засеваются с обработкой 

химическими протравителями (например, как рапс в данном случае), а для 

применения биопрепаратов не нужны отдельные технологии. 

Ресурсоотдача показывает сколько рублей получит хозяйство дополнительно 

на 1 рубль, вложенный в препарат. Для рапса экономическая эффективность 

составила 81,24 руб./руб., для гречихи – 19,41 руб./руб., для овса – 2,34 руб./руб., для 

подсолнечника – 185,87 руб./руб. 

Оказалось, что внедрение нового опытного биопрепарата наиболее 

экономически оправдано при выращивании таких культур как гречиха, рапс и 

подсолнечник, что подтвердили высокой расчетной ресурсоотдачей. Полученные 

нами данные соотносятся с результатами, установленными при внедрении других 

биопрепаратов («Бисолбифит» и пр.) для обработки различных 

сельскохозяйственных растений (Доброхотов и др., 2017; Зевакин, Сухорукова, 

2018; Чевердин, 2019). 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

 

Бактерии рода Bacillus за счет высокой выживаемости и способности к 

спорообразованию, антагонистической активности по отношению к 

фитопатогенным микроорганизмам, а также безопасности для теплокровных 

животных являются распространенными агентами для разработки микробных 

биопрепаратов для сельского хозяйства. Бациллы активно используются в 

производстве бактериальных препаратов для растениеводства с середины XX века, 

однако до сих пор большинство из них содержат в своей основе представителей 

видов B. subtilis и B. thuringiensis. При этом другие представители рода Bacillus 

обладают высокой биологической активностью (B. sphaericus, B. pumilus, B. 

licheniformis и др.), поэтому биопрепараты на их основе могут оказаться 

перспективными и конкурентоспособными в сравнении с существующими 

аналогами (Kumar et al., 2011; Земцова, Грицкевич, 2018; Долженко, 2021). 

В рамках данного исследования выделили и отобрали 9 природных штаммов 

бацилл из 108 образцов растений. В ходе дальнейших исследований по изучению их 

технологически-ценных свойств (биохимическая характеристика, 

антагонистическая активность по отношению к Aspergillus sp., Penicillium sp., 

Alternaria sp. и P. infestans, биосовместимость и пр.) выбрали 3 штамма B. pumilus, 

на основе которых разработали прототип поликомпонентного биопрепарата для 

растений. 

Образец препарата получили путем смешивания концентратов всех 3-х 

штаммов, полученных после их раздельных ферментаций в 15 л биореакторе с 

последующими центрифугированием и лиофилизацией биомассы. Для прототипа 

биопрепарата в ходе хранения при 4–25 ⸰C в течение 2-х лет зафиксировали 

сохранение титра на уровне не менее 1×1011 КОЕ/г. На данный момент все штаммы 

B. pumilus из состава опытного образца биопрепарата депонировали в отечественных 

коллекциях микроорганизмов (В-13250, RCAM05516 и RCAM05517), прототипу 

препарата присвоили название «Фитопумилин». На производство опытных партий 

биопрепарата сформировали ТУ 20.15.80-002-02067818-2022), ТИ, 

зарегистрировали каталожный лист продукции (№ 080.007967). Рецепт рабочего 
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раствора прототипа биопрепарата: 1 г порошка на 100 мл воды, чего достаточно для 

обработки 10 кг семян. 

Различными методами определения антагонистической активности 

установили антигрибное действие опытного образца препарата по отношению к 13 

штаммам фитопатогенов – P. infestans, Penicillium spp. (3 штамма), Aspergillus sp., 

Alternaria sp., A. solani, A. tenuissima, A. brassicae, F. solani, F. graminearum, Pythium 

sp., Botrytis sp. Кроме того, для прототипа биопрепарата в лабораторных условиях 

зафиксировали биосовместимость со штаммами, входящими в состав коммерческих 

препаратов «Триходерма вериде», «Алирин-Б», «Лепидоцид», а также «Фитоспорин 

М», при соблюдении очередности обработки растений биопрепаратами. Микробный 

консорциум из образца препарата оказался способным к сохранению численности 

после 24 ч выдерживания в растворах пестицидов «Престиж», «Инстиво» и 

«Винцит».  

Для опытного образца биопрепарата установили хорошую приживаемость 

штаммов B. pumilus на семенах рапса, овса, гречихи и подсолнечника, что позволяет 

хранить обработанный семенной материал не менее 7 дней. Также, для 

разработанного образца биопрепарата выявили высокую эффективность при 

проращивании семян данных растений в лабораторных условиях. Для овса с 

применением опытного образца биопрепарата зафиксировали значимую прибавку в 

высоте ростков и длине корешков, для рапса – только в длине корней, а для гречихи 

и подсолнечника – значимые прибавки во всхожести и к длине проростков с 

корнями.  

Полевые испытания по установлению эффективности прототипа 

биопрепарата провели в 2021–2022 гг. При выращивании овса в опыте по сравнению 

с контролем отметили значимые прибавки только в длине растений и метелки, что 

соотносится с данными лабораторных экспериментов, однако не является 

практически значимым.  После протравливания семян рапса в оба года установили 

значимую прибавку в биологической урожайности (более 40 %).  

С гречихой значимое повышение биологической урожайности в опыте (на 

47,3 % в среднем) в оба года испытаний можно объяснить увеличением количества 

зерен и их массы с растения. На делянках с подсолнечником в 2021 году 

зафиксировали значимое увеличение диаметра корзинок в опыте по сравнению с 
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контролем, а в 2022 г. – увеличение количества семян с 1 корзинки. При этом в оба 

года испытаний зафиксировали значимое увеличение биологической урожайности 

на 67,7 % в среднем, а также массы семян с 1 корзинки и 1000 зерен. 

В ходе расчетов установили, что применение разработанного прототипа 

биопрепарата при выращивании рапса, подсолнечника и гречихи экономически 

оправдано. При этом наиболее выгодным оказался посев подсолнечника с 

применением опытного образца биопрепарата – экономический эффект составил 

67,72 %, а экономическая эффективность – 185,87 руб./руб.  

Полученные результаты свидетельствуют о высокой биологической 

активности консорциума из 3-х штаммов B. pumilus в составе опытного образца 

биопрепарата, проявляющейся в виде антагонистической активности по отношению 

к грибным фитопатогенам и ростостимулирующем воздействии на растения. 

Прототип данного препарата является перспективным для внедрения на крупных 

сельскохозяйственных предприятиях и в частных подсобных хозяйствах при 

реализации программ интегрированной защиты растений, в том числе с 

экономической точки зрения. 
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ВЫВОДЫ 

 

 

 1. Из 108 растений (107 образцов ризосферы и 1 образец филлосферы) 

выделено 34 штамма бактерий рода Bacillus. По морфолого-культуральным и 

биохимическим свойствам отобрано и введено в коллекцию 9 природных штаммов, 

которые первично идентифицировали с использованием тест-системы Microgen 

Bacillus-ID до вида. 

 2. Для получения микробного консорциума отобраны штаммы Bacillus 

pumilus 4, Bacillus pumilus 7 и Bacillus pumilus 16 на основании скрининга их 

биосовместимости и антимикотического действия по отношению к Aspergillus sp., 

Penicillium sp., Alternaria sp. и Phytophthora infestans.  

 3. Выбранные штаммы Bacillus spp. фенотипически идентифицированы на 

основании их биохимических профилей с использованием тест-системы The Biolog 

Gen III Microplate, а также депонированы в Сетевой биоресурсной коллекции в 

области генетических технологий для сельского хозяйства (Bacillus pumilus 4 – 

RCAM05516 (Пат. 2797825), Bacillus pumilus 7 – RCAM05517 (Пат. 2797699)) и во 

Всероссийской коллекции промышленных микроорганизмов (Bacillus pumilus 16 – 

ВКПМ В-13250 (Пат. 2694522)) и запатентованы в Федеральном институте 

промышленной собственности. 

 4. Разработана технология получения прототипа поликомпонентного 

биопрепарата в лиофилизированном виде. Установлено сохранение численности 

бактерий в опытном образце препарата на уровне не менее 1×1011 

колониеобразующих единиц на грамм в ходе хранения в течение 2-х лет при 

температуре от 4 до 25 °С. Сформированы первичные нормативно-технические 

документы: технические условия (ТУ 20.15.80-002-02067818-2022, введено впервые 

23.09.2022 г.), технологическая инструкция (ТИ приказ ректора от 31.10.2022 г. 

№1551/п) на производство опытных партий биопрепарата «Фитопумилин», 

зарегистрирован каталожный лист продукции (№ 080.007967). 

 5. Для разработанного прототипа биологического препарата in vitro 

зафиксирован широкий спектр антигрибной активности против таких 

микромицетов, как Phytophthora infestans, Penicillium spp. (3 штамма), Aspergillus sp., 
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Alternaria sp., Alternaria solani, Alternaria tenuissima, Alternaria brassicae, Fusarium 

solani, Fusarium graminearum, Pythium sp., Botrytis sp. 

6. Показано, что опытный образец биопрепарата совместим с коммерческими 

микробными препаратами «Триходерма вериде», «Алирин-Б» и «Лепидоцид», а 

также химическими пестицидами «Круйзер», «Престиж», «Инстиво» и «Винцит». 

7. Установлено, что прототип биопрепарата снижает инфицированность 

средне-сильно пораженных семян и стимулирует рост рапса, овса, гречихи и 

подсолнечника in vitro. Максимальное повышение всхожести зафиксировано с 

семенами гречихи (38 %), а наибольшее увеличение длины проростков с корнями – 

с подсолнечником (42 %). Для микробной композиции в составе образца 

бактериального препарата в лабораторных условиях подтверждена хорошая 

приживаемость на семенах исследуемых культур. 

8. В полевых экспериментах подтверждено положительное влияние 

прототипа разработанного биопрепарата на биологическую урожайность и другие 

элементы структуры урожая рапса, подсолнечника и гречихи. Для овса в полевых 

испытаниях установлено только значимое увеличение высоты растений и длины 

метелки. 

9. По расчетам использование опытного образца биопрепарата при 

возделывании рапса, подсолнечника и гречихи экономически оправдано. Наиболее 

выгоден посев подсолнечника с применением прототипа препарата – экономический 

эффект может составить более 65 %, а экономическая эффективность – 185,87 

руб./руб. 
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РЕКОМЕНДАЦИИ ПО ИСПОЛЬЗОВАНИЮ РЕЗУЛЬТАТОВ 

ДИССЕРТАЦИОННОГО ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

 

 1. Новые штаммы рода Bacillus могут стать типовыми для практикующих 

микробиологов и использоваться в других фундаментальных исследованиях и 

прикладном растениеводстве, а также для разработки новых бактериальных 

препаратов для сельского хозяйства. 

 2. Разработанный опытный образец биопрепарата «Фитопумилин», 

рекомендован для предпосевной обработки семян рапса, гречихи и подсолнечника с 

целью повышения урожайности сельскохозяйственных культур с нормой расхода 

прототипа препарата 100 г на 1 т семян и рабочего раствора 10 л на 1 т семян. 

 3. Опытный образец препарата для защиты и стимуляции роста растений 

может быть использован в дальнейших исследованиях по изучению его 

эффективности при посевах других культур, в том числе овощных, плодово-ягодных 

и цветочных. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

 

 

ВКПМ – Всероссийская коллекция промышленных микроорганизмов 

RCAM (ВКСМ) – с англ. Сетевая биоресурсная коллекция в области генетических 

технологий для сельского хозяйства 

ФГБНУ ВНИИСХМ – Федеральное государственное бюджетное научное 

учреждение Всероссийский научно-исследовательский институт 

сельскохозяйственной микробиологии 

ФГБНУ ФАНЦА – Федеральное государственное бюджетное научное учреждение 

«Федеральный Алтайский научный центр агробиотехнологий» 

ТУ – технические условия 

ТИ – технологическая инструкция 

НТД – нормативно-технические документы 

sp. – с лат. (species) вид (для неидентифицированных) 

spp. – все виды данного рода 

р. – род 

сем. – семейство 

КОЕ/г(мл) – колониеобразующих единиц на грамм(миллилитр) 

РФ – Российская Федерация 

ИЦ – Инжиниринговый центр 

Пат. – патент 

L – среда Лурия 

YEP – с англ. (Yeast Extract Peptone) питательная среда на основе дрожжевого 

экстракта и пептона 

КСА – картофельно-сахарозный агар 

pH – водородный показатель 

СП – смачиваемый порошок 

КС – концентрат суспензии 

ОП – оптическая плотность 

БАВ – биологически активные вещества 

БГКП – бактерии группы кишечной палочки 

БПР – биопрепарат 
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ПРИЛОЖЕНИЕ А 
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На штамм B. pumilus 4 (RCAM05516, Пат. 2797825) 
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На штамм B. pumilus 7 (RCAM05517, Пат. 2797699) 
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На штамм B. pumilus 16 (В-13250, Пат. 2694522) 
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