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Аннотация. Распространенной проблемой агропромышленного комплекса является ущерб от инфекционных заболеваний растений, 
вызываемых наиболее распространенными фитопатогенами родов Alternaria, Helminthosporium, Cladosporium и Fusarium, приводящих 
не только к снижению урожая, но и к ухудшению его качества в результате накопления в зерне опасных для здоровья человека и жи-
вотных продуктов жизнедеятельности грибов – микотоксинов. В качестве альтернативы фунгицидам в последнее время используются 
биологические средства защиты урожая, основанные на применении антагонистов фитопатогенных грибов – непатогенных микро-
организмов. Целью исследования явилась оценка антагонистического потенциала почвенных микроорганизмов рода Herbaspirillum в 
отношении грибов рода Fusarium. Скрининг симбиотических бактерий, проявляющих фунгицидную активность, сохраняет свою акту-
альность, поскольку позволяет выявлять потенциальные инструменты биоконтроля. Представлены результаты оценки биологической 
активности коллекционных штаммов бактерий рода Herbaspirillum по отношению к полевым штаммам мицелиальных грибов рода 
Fusarium. Антигрибную активность исследуемых бактериальных штаммов определяли по размеру зоны ингибирования роста грибного 
мицелия вокруг лунок. Учитывали наличие и интенсивность роста фитопатогенных грибов, бактерий-антагонистов, а также характер 
их взаимодействия. На основании проведенного первичного скрининга охарактеризована биофунгицидная активность гербаспирилл. 
Результаты данной работы могут быть использованы в дальнейшей разработке экологически безопасных, высокопродуктивных и кон-
курентоспособных в адаптивном земледелии биопрепаратов, способных контролировать фузариоз важнейших сельскохозяйственных 
культур и активизировать защитные системы растений.
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Abstract. A common problem of agriculture is damage from infectious plant diseases caused mainly by plant-pathogenic Alternaria, Hel-
minthosporium, Cladosporium, and Fusarium. Fusariosis is a harmful, widespread worldwide disease caused by Fusarium species, which leads 
not only to a decrease in yield but also to a deterioration in its quality as a result of the accumulation of mycotoxin waste products of fungi 
that are hazardous to human and animal health. Biocontrol is an environm entally friendly approach to using microorganisms to control plant 
diseases. The use of antagonists is one of the ways to reduce the harmfulness of phytopathogens. Interest in such organisms has increased in 
recent decades due to the accumulation of negative consequences from the long-term use of chemical protection agents with a lack of organic 
fertilizers. The paper presents the results of assessing the biological activity of collection strains of bacteria of the genus Herbaspirillum with 
fi eld strains of fi lamentous fungi of the genus Fusarium. Based on the primary screening of representatives of diff erent species of Herbaspiril-
lum for antagonism against natural isolates of Fusarium by the method characterizing their bio-fungicidal activity. The results of this work 
can be used in environmentally friendly, highly productive, and competitive biopreparations in adaptive farming, capable of controlling the 
Fusarium of the most important crops and activating plant defence systems.
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Введение
Мировое сельское хозяйство несёт огром-

ный ущерб от инфекционных заболеваний 
растений, вызываемых в основном фитопато-
генными грибами и бактериями [1]. Видовой и 
количественный состав микромицетов-возбуди-
телей болезней сельскохозяйственных культур 
не являются постоянными величинами и могут 
меняться. К наиболее распространенным фито-
патогенам этой группы относят представителей 
родов Alternaria, Helminthosporium, Cladosporium 
и Fusarium. Грибы рода Fusarium, являясь пре-
имущественно факультативными паразитами, 
вызывают массовые поражения растений при 
определенных условиях, а также известны 
как «плесени хранения» [2]. Инфицирование 
важнейших сельскохозяйственных культур 
приводит не только к снижению урожая, но и к 
ухудшению его качества в результате накопле-
ния в зерне опасных для здоровья человека и 
животных фузариотоксинов. Согласно данным 
Организации по продовольствию и сельскому 
хозяйству при ООН, более 25% всего произ-
водимого зерна поражено микотоксинами. 
Кроме того, повсеместное распространение 
технологии минимальной обработки почв вле-
чет за собой сохранение, а при благоприятных 
условиях накопление инфекционной нагрузки 
для последующих культур [3].

Залогом обеспечения продовольственной 
безопасности населения является защита уро-
жая от вредоносных организмов. Практика 
мирового земледелия свидетельствует о том, 
что до 25–30% урожая обеспечивают химиче-
ские средства защиты растений. В то же время 
широкое многолетнее применение химических 

фунгицидов сопровождается накоплением не-
благоприятных экологических последствий, а 
также может приводить к появлению не только 
более устойчивых, но и более токсиногенных и 
агрессивных форм фитопатогена [4]. 

В качестве альтернативы фунгицидам в 
последнее время используются биологиче-
ские средства защиты урожая, основанные на 
применении антагонистов фитопатогенных 
грибов – непатогенных микроорганизмов, оби-
тающих в ризосфере, филлосфере или эндофит-
но в растениях, конкурирующих с ними за эко-
логические ниши и пищевые субстраты, а также 
обладающих ценными функциональными 
свойствами для растений-хозяев (plant growth-
promoting bacteria – бактерии, стимулирующие 
рост растений, PGPR) [5]. При успешной кон-
куренции бактерии группы PGPR подавляют 
рост и развитие почвенных фитопатогенов, 
вытесняют их из зоны влияния на растения. Как 
следствие, ограничиваются инфицирование и 
заболеваемость растений, что способствует их 
нормальному росту и развитию. Особый инте-
рес для исследователей представляют бактерии 
родов Gluconacetobacter, Azoarcus, Azospirillum, 
Klebsiella, Serratia, Rhizobium и Herbaspirillum, 
составляющие перспективный биотехноло-
гический ресурс для создания адекватной и 
экологически безопасной альтернативы агро-
химикатам [6]. 

Представители рода Herbaspirillum при 
взаимодействии с растениями увеличивают их 
резистентность и продуктивность, в том числе 
за счет индукции защитных механизмов в от-
ношении различных стрессовых факторов [7]. 
Herbaspirillum spp. обладают высокой колонизи-
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рующей активностью, способны образовывать 
биопленки на поверхности корневой системы 
[8], что составляет конкурентное преимуще-
ство при реализации биоконтроля [9]. Широ-
кое распространение гербаспирилл (в почве, 
воде, на поверхности и во внутренних тканях 
растений), высокая адаптивная способность к 
изменяющимся условиям окружающей среды, 
разнообразие биосинтетических и катаболи-
ческих реакций позволяют рассматривать их 
как в качестве перспективного объекта для 
применения в биотехнологии [10, 11], так и 
в качестве адекватной модели для изучения 
различных аспектов растительно-микробных 
взаимодействий. 

Скрининг симбиотических бактерий, про-
являющих фунгицидную активность, сохраняет 
свою актуальность, поскольку позволяет выяв-
лять потенциальные инструменты биоконтроля. 
В связи с этим целью исследования явилась 
оценка антагонистического потенциала по-
чвенных микроорганизмов рода Herbaspirillum 
в отношении грибов рода Fusarium. 

Материалы и методы
Объекты исследования. В работе исполь-

зовали культуры бактерий Herbaspirillum lusita-
num P6-12Т (IBPPM 515), H. frisingеnse GSF30T 
(IBPPM 626), H. chlorophenolicumТ (IBPPM 627), 
H. seropedicae Z67Т (IBPPM 630), предостав-
ленные коллекцией ризосферных микроорга-
низмов ИБФРМ РАН (http://collection.ibppm.ru), 
которые выращивали в жидкой синтетической 
питательной среде с витаминами [12] при 30°С 
в течение 24 ч, что соответствовало окончанию 
экспоненциальной фазы роста. 

В качестве тест-объектов использовали 
полевые штаммы мицелиальных грибов рода 
Fusarium (табл. 1), любезно предоставленные кол-
лекцией лаборатории микологии и фитопатоло-
гии Всероссийского научно-исследовательского 
института защиты растений, вызывающие кор-
невые гнили пшеницы (http://vizrspb.ru/struktura-
instituta/research/mikologii-i-fi topatologii/). Для 
хранения культур грибов и поддержания их в 
рабочем состоянии использовали агаризованную 
среду Чапека и картофельно-глюкозный агар.

Таблица 1 / Table 1
Фитопатогенные грибы рода Fusarium, использованные в работе 

Origin, source and year of isolation of F. culmorum, F. sporotrichioides, F. oxysporum, 
F. graminearum, F. solanistrains used in the present work

Вид гриба 
Fusarium species

Штамм 
Strain

Место, источник и год выделения 
Origin, source and year of isolation

 F. culmorum 58800 Ленинградская обл. ячмень, зерно, 2015 г. 
Leningradskaya obl., barley, grain, 2015

F. sporotrichioides 262900 Красноярский край, пшеница, зерно, 2018 г.
Krasnoyarskiy kray, wheat, grain, 2018

F. oxysporum 60521 Челябинская обл., ячмень, корень, 2019 г.
Chelyabinskaya obl., barley, root, 2019

F. graminearum 58889 Краснодарский край, пшеница, колос, 2016 г.
Krasnodarskiy kray, heat, ear, 2016

F. solani 60519 Челябинская обл. ячмень, корень, 2019 г.
Chelyabinskaya obl., barley, root, 2019

Фунгицидную активность гербаспирилл 
оценивали методом лунок на среде Чапека [13]. 
В центр чашки Петри с питательной средой 
вносили мицелий гриба (10×10 мм). Стериль-
ным сверлом вырезали из агаровой пластинки 
четыре симметрично расположенных лунки 
диаметром 5 мм, в которые вносили по 50 мкл су-
спензии клеток исследуемых штаммов бактерий 
(109 КОЕ/мл). Контролем служил посев гриба 
без бактерий. Чашки Петри выдерживали в тер-
мостате при 30°С в течение 5 суток. Учитывали 
наличие и интенсивность роста фитопатогенных 

грибов, бактерий-антагонистов, а также характер 
их взаимодействия. Антигрибную активность 
исследуемых бактериальных штаммов опре-
деляли по размеру зоны ингибирования роста 
грибного мицелия вокруг лунок. Взаимоотноше-
ния патогена и антагониста характеризовали по 
классификации Т. В. Пестинской [14]. 

Результаты и их обсуждение
Использование методов определения ан-

тагонистической активности in vitro позволяет 
быстро и эффективно провести скрининговые 
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исследования большого массива бактериальных 
штаммов и грибных тест-культур. К этой группе 
традиционно относят диффузионные методы, в 
том числе используемый в данной работе метод 
лунок, позволяющие визуально наблюдать про-
дукцию бактериями антигрибных метаболитов, 
диффундирующих в толщу агаризованной среды 
и подавляющих рост тест-культур.

Опыты по определению фунгицидной ак-
тивности бактериальных штаммов проводят в 
отношении каждого вида гриба. Однако большое 
количество видов рода Fusarium приводит к не-
которому ограничению выборки тест-культур. 
Как правило, при подобных исследованиях вы-
бирают либо доминирующие в определенном 
регионе виды грибов, либо наиболее агрессивные 
виды или штаммы. В связи с этим в качестве 
тест-культур нами были выбраны полевые 

штаммы разных видов Fusarium, изолированные 
из корней, колоса и зерна пшеницы и ячменя в 
различных регионах.

Как следует из представленных в табл. 2 ре-
зультатов первичного скрининга, все используе-
мые в ходе данной работы штаммы Herbaspirillum 
spp. характеризовались фунгицидной активно-
стью в отношении фузариозных грибов. При этом 
установлена избирательность и специфичность 
антагонистического действия бактерий на гриб-
ные тест-культуры, очевидно, обусловленные 
несколькими механизмами супрессии фитопато-
генов, к которым у бактерий относят активный 
синтез вторичных метаболитов различной хими-
ческой природы, таких как гетероциклические 
конденсированные соединения, циклические 
липопептиды, пептиды, полипептиды, гидроли-
тические ферменты, полисахариды и др.

Таблица 2 / Table 2
Антагонистическая активность штаммов Herbaspirillum spp. 

в отношении фитопатогенных грибов р. Fusarium
The spectrum of antagonistic action of the Herbaspirillum species 

against phytopathogenic Fusarium 

Фитопатоген  
Phytopathogen

Бактерия-антагонист / Bacteria

P6-12T GSF30T Z67Т CPW301Т

F. culmorum 58800 +++ +++ +++ +++

F. sporotrichioides 262900 +++ +++ ++ +

F. oxysporum 60521 + + +/- +/–

F. graminearum 58889 ++ +++ + ++

F. solani 60519 – +/– – +/–

Примечание. Величина зоны подавления фитопатогена: «–» – отсутствует, 
«+» – до 5 мм, «++» – 5–15 мм, «+++» – более 15 мм [14]. 

Note. The size of the phytopathogen suppression zone: “–” absent, “+” up to 5 mm, 
“++” 5–15 mm, “+++” more than 15 mm [14].

Наибольшее восприятие ко всем штаммам 
гербаспирилл было отмечено для F. culmorum 
58800, а наименьшее – для F. solani 60519. 
Следует отметить, что стерильные зоны во-
круг лунок с культурами Herbaspirillum spp. 
при анализе F. solani отсутствовали. Бакте-
риальные культуры H. frisingеnse GSF30T и 
H. chlorophenolicum CPW301Т существенно не 
влияли на линейную скорость роста гриба, но 
оказывали небольшое ингибирующее действие 
на интенсивность его роста, что проявлялось 
в изменениях его морфолого- культуральных 
признаков  по  сравнению  с контрольным 
вариантом грибной культуры без бактерий 
(табл. 3). 

В отношении F. sporotrichioides 262900 была 
показана высокая антифунгальная активность 
для штаммов H. lusitanum P6-12Т и H. frisingense 
GSF30T и чуть менее выраженная – для H. sero-
pedicae Z67Т, в отличие от H. chlorophenolicum 
CPW301Т, который в наименьшей степени инги-
бировал линейный рост данной тест-культуры. 
Наибольшая антагонистическая активность в 
отношении F. graminearum 58889 была отмечена 
для H. frisingеnse GSF30T, которая убывала в ряду 
H. chlorophenolicum CPW301Т, H. lusitanum P6-12Т, 
H. seropedicae Z67Т. F. oxysporum 60521 продемон-
стрировал достаточно высокую устойчивость ко 
всем тестируемым гербаспириллам при незначи-
тельном изменении скорости линейного роста, 



Биология 341

Таблица 3 / Table 3 
Влияние in vitro некоторых представителей рода Herbaspirillum на морфологические 

и культуральные характеристики F. culmorum 58800, F. sporotrichioides 262900, F. oxysporum 60521, 
F. graminearum 58889, F. solani 60519

In vitro effect of some Herbaspirillum species on the morphological and cultural characteristics 
of F. culmorum 58800, F. sporotrichioides 262900, F. oxysporum 60521, F. graminearum 58889, F. solani 60519

№

Цвет мицелия / Color of mycelium
Структура мицелия /

Mycelium

Наличие мицелия 
в зоне задержки роста /

The presence of mycelium 
in zone of inhibition

Воздушный /
Aerial mycelium

Субстратный 
Substrate mycelium

Контроль / Control

1 белый / white коричнево-оливковый / 
olive-brown пушистый / fl occose aerial +

2 бело-желтый /
 white to yellow желтый / yellow пушистый / fl occose aerial +

3 белый / white бежевый / cream  пушистый / fl occose aerial +

4 белый / white темно-коричневый / 
dark brown гладкий / felty +

5 белый / white коричневый / brown пушистый / fl occose aerial +
H. lusitanum P6-12Т

1 бело-желтый / 
white to yellow

желто-коричневый / 
yellow brown пушистый / fl occose aerial –

2 бежевый / cream бежевый / cream пушистый / fl occose aerial –
3 белый / white бежевый / cream пушистый / fl occose aerial –

4 белый / white темно-коричневый / 
dark brown пушистый /fl occose aerial// –

5 белый / white коричневый / brown пушистый / fl occose aerial +

H. frisingеnse GSF30T

1 белый / white коричневый / brown пушистый / fl occose aerial –
2 белый / white коричневый / brown пушистый / fl occose aerial –
3 белый / white коричневый / brown пушистый / fl occose aerial –
4 белый / white коричневый / brown пушистый / fl occose aerial –
5 белый / white бежевый / cream пушистый / fl occose aerial +

H. seropedicae Z67Т

1 белый / white коричневый / brown пушистый / fl occose aerial –

2 бело-бежевый / 
white to cream  бежевый / cream гладкий / felty –

3 бело-бежевый / 
white to cream  бежевый / cream гладкий / felty –

4 бело-бежевый / 
white to cream коричневый / brown пушистый / fl occose aerial –

5 белый / white коричневый / brown пушистый / fl occose aerial +
H. chlorophenolicum CPW301т

1 бело-бежевый / 
white to cream коричнево-оливковый гладкий / felty –

2 бежевый / cream желто-коричневый / 
yellow brown пушистый / fl occose aerial –

3 белый / white бежевый / cream пушистый /fl occose aerial +
4 белый / white бежевый / cream гладкий / felty +

5 бело-желтый / 
white to yellow коричневый / brown гладкий / felty +

Примечание. 1 – F. culmorum 58800; 2 – F. sporotrichioides 262900; 3 – F. oxysporum 60521; 4 – F. graminearum 
58889; 5 – F. solani 60519. «+» – присутствует мицелий в зоне задержки роста, «-» – отсутствует мицелий в зоне 
задержки роста. 

Note. 1 – F. culmorum 58800; 2 – F. sporotrichioides 262900; 3 – F. oxysporum 60521; 4 – F. graminearum 58889; 5 – 
F. solani 60519. «+» – mycelium is present in the growth inhibition zone, «–» – mycelium is absent in the growth inhibition zone. 
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вместе с тем, наблюдалось изменение цвета суб-
стратного мицелия в присутствии H. frisingense 
GSF30T, а также структура и цвет воздушного 
мицелия при воздействии метаболитов H. sero-
pedicae Z67Т (см. табл. 3).

Анализ представленных данных позволяет 
предполагать, что наблюдаемые эффекты опос-
редованы антифунгальной активностью иссле-
дуемых штаммов Herbaspirillum spp., которая в 
наименьшей степени связана с конкуренцией за 
питательные ресурсы. 

Необходимо отметить, что бактерии рода 
Herbaspirillum практически полностью пода-
вляли рост одного из наиболее вредоносных 

видов грибов рода Fusarium – F. culmorum (рису-
нок). H. lusitanum P6-12Т, H. frisingеnse GSF30T, 
H. seropedicae Z67Т, H. chlorophenolicum CPW301Т 
по механизму действия на F. culmorum следует 
отнести к штаммам, проявляющим фунгистати-
ческий антибиотический антагонизм (I тип), при 
котором ингибирование роста гриба происходит 
на расстоянии под воздействием антибиотиче-
ских веществ с образованием между культура-
ми пустой, «стерильной» зоны (см. рисунок). К 
этому же типу взаимодействия следует отнести 
H. lusitanum P6-12Т и F. sporotrichioides 262900. 
По механизму действия на F. sporotrichioides 
262900 штаммы H. frisingеnse GSF30T, H. sero-

  
Control 

H. lusitanum 
P6-12  

H. frising nse 
GSF30T 

H. seropedicae 
Z67  

H. chlorophenolicum 
CPW301  

1 

 
2 

  
3 

 
4 

  
5 

 

Антагонистическая активность штаммов бактерий рода Herbaspirillum в отношении грибов рода Fusarium: 
1 – F. culmorum 58800; 2 – F. sporotrichioides 262900; 3 – F. oxysporum 60521; 4 – F. graminearum 58889; 5 – F. solani 60519
Figure. Mycolytic activity of some Herbaspirillum species against: 1 – F. culmorum 58800, 2 – F. sporotrichioides 262900, 

3 – F. oxysporum 60521, 4 – F. graminearum 58889, 5 – F. solani 60519
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pedicae Z67Т, H. chlorophenolicum CPW301Т 
были отнесены к штаммам с фунгистатическим 
алиментарным антагонизмом (III тип), выража-
ющимся в остановке роста гриба при контакте с 
колонией антагониста, а также в нарастании по-
следнего на патоген (см. рисунок). В отношении 
F. graminearum 58889 все используемые в иссле-
довании штаммы бактерий проявляли себя как 
штаммы III типа. Аналогичное взаимодействие 
наблюдалось при совместном культивировании 
F. oxysporum с H. lusitanum P6-12Т, H. frisingеnse 
GSF30T, H. seropedicae Z67Т, которое сопрово-
ждалось лизисом сформировавшегося мицелия 
(см. рисунок).

Herbaspirillum spp. являются потенциаль-
ными объектами агробиотехнологии для раз-
работки на их основе биологических средств, 
стимулирующих рост и повышающих продук-
тивность растений [8, 9]. Ранее отмечено стиму-
лирующее влияние предобработки бактериями 
рода Herbaspirillum на развитие важнейших 
сельскохозяйственных культур [15, 16], которое 
выражалось в увеличении длины и массы корней 
и побегов растений [17].

На основании проведенного первичного 
скрининга представителей разных видов р. 
Herbaspirillum на предмет антагонизма в отноше-
нии природных изолятов микроскопических гри-
бов р. Fusarium методом лунок охарактеризована 
их биофунгицидная активность. Полученные 
результаты могут быть использованы в даль-
нейшей разработке экологически безопасных, 
высокопродуктивных и конкурентоспособных 
в адаптивном земледелии биопрепаратов, спо-
собных контролировать фузариоз важнейших 
сельскохозяйственных культур и активизировать 
защитные системы растений.
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