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Реферат. Биологическому способу защиты растений от болезней уделяется 

особое внимание благодаря развитию органического земледелия. Поэтому создание 

новых биопрепаратов и изучение их эффективности является перспективным 

направлением. Цель исследований – изучение антагонистической активности у 

бактерий Paenibacillus polymyxa и Bacillus amyloliquefaciens в отношении ряда 

фитопатогенов (Pseudomonas syringae van Hall, Fusarium oxysporum Schltdl, 

Alternaria alternata (Fr.) Keissl.), а также их реакции на лазерное облучение. 

Исследования проводили на базе научно-исследовательской проблемной 

лаборатории «Биофотоника» ФГБОУ ВО «Мичуринский ГАУ», а также отдела 

сельскохозяйственной микробиологии ФГБУН «НИИСХ Крыма» в 2016–2021 гг. 

Антагонистическую активность бактерий оценивали методом двойных культур. 

Эффективность лазерного облучения определяли по изменению числа клеток 

бактерий в суспензии в результате их обработки когерентным светом. Изучение 

активности бактерий-антагонистов в отношении патогенов показало, что по 

сравнению с контрольными вариантами степень подавления роста колоний 

P. syringae, F. oxysporum, A. alternata в двойной культуре с P. polymyxa составила 

32,5 %; 4,0 % и 77,9 % соответственно. B. amyloliquefaciens подавляла рост 

P. syringae на 25,9 %, F. oxysporum на 49,0 % и A. alternata на 61,1 %. Так же 

установлено увеличение числа клеток в суспензиях P. polymyxa и B. amyloliquefaciens 

после облучения когерентным светом на 23,8 % и 36,1 % соответственно. Таким 

образом, для биоконтроля P. syringae более эффективным оказался бактериальный 

штамм P. polymyxa П. В отношении F. oxysporum антагонистическую активность 

проявлял бактериальный штамм B. amyloliquefaciens 01-1. Против A. alternata 

эффективны оба исследуемых микроорганизма. С целью повышения активности 

деления клеток штаммов-антагонистов фитопатогенов целесообразно применять 

облучение когерентным светом. В дальнейшем планируется проведение испытания 

уровня антагонистической активности бактерий P. polymyxa и B. amyloliquefaciens 

после облучения лазером. 

Ключевые слова: биоконтроль фитопатогенов, Paenibacillus polymyxa, 

Bacillus amyloliquefaciens, лазерная стимуляция бактерий-антагонистов. 
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Введение 

В настоящее время при проведении мероприятий по защите растений от 

болезней предпочтение отдают экологически безопасным методам. Долгие годы 

широко использовали пестициды, однако они имеют ряд существенных недостатков – 

высокую токсичность для растений и человека, а также они способствуют появлению 

новых устойчивых штаммов микроорганизмов. Поэтому особое внимание уделяется 

биологическому способу защиты растений. Он заключается в том, что для контроля 

болезнетворных организмов вместо опасных пестицидов используют микробы-

антагонисты патогенов и их метаболиты, которые также способствуют стимуляции 

роста, активизации иммунных реакций, улучшению минерального питания растений, 

повышению всхожести семян [1]. Бактерии Paenibacillus polymyxa [2] и Bacillus 

amyloliquefaciens [1] широко используются для биологической защиты растений в 

нашей стране и за рубежом. На их основе создан ряд биопрепаратов, которые показали 

свою эффективность в борьбе с болезнями зерновых, бобовых, плодовых, цитрусовых, 

овощных культур, картофеля, винограда и др. [3–11]. 

Комплексные инокулянты широкого спектра действия на основе ассоциаций 

микроорганизмов оказывают стабильное положительное действие на растения и 

почвенную микробиоту и могут быть успешными элементами интегрированных 

систем защиты растений от возбудителей болезней и вредителей [11–13]. 

В отделе сельскохозяйственной микробиологии ФГБУН «НИИСХ Крыма» 

разработаны комплексы микробных препаратов (КМП) на основе ассоциаций 

бактерий, созданных в условиях in vitro. КМП включают штаммы бактерий [14], 

способных фиксировать азот атмосферы, трансформировать соединения фосфора в 

легкодоступные растению формы и продуцировать фитогормоны, а также штаммы 

бактерий-антагонистов фитопатогенов. Актуальными остаются вопросы изучения 

спектра возбудителей болезней сельскохозяйственных растений, для борьбы с 

которыми будут эффективны КМП. Кроме того, перспективным направлением 

исследований является разработка средств и методов повышения активности 

бактерий-антагонистов патогенной микробиоты. Ранее установлено, что лазерное 

облучение рабочих растворов биопрепаратов, содержащих Pseudomonas fluorescens 

и Bacillus subtilis, позволяет увеличить число клеток в суспензии и антифунгальное 

действие бактерий, входящих в их состав. В основе стимуляционного эффекта 

лежит фоторегуляторное действие когерентного света [15]. 

Цель исследований – изучить антагонистическую активность в отношении 

ряда фитопатогенов у бактерий P. polymyxa и B. amyloliquefaciens, а также их 

реакцию на лазерное облучение. 

Материалы и методы исследований 

Работу проводили на базе научно-исследовательской проблемной 

лаборатории «Биофотоника» ФГБОУ «ВО Мичуринский ГАУ», а также отдела 

сельскохозяйственной микробиологии ФГБУН «НИИСХ Крыма» в 2016–2021 гг.  

В исследования включены бактериальные штаммы Paenibacillus polymyxa П и 

Bacillus amyloliquefaciens 01-1 из Крымской коллекции микроорганизмов 

(http://www.ckp-rf.ru). На их основе разработаны микробные препараты, в том числе 

КМП. В качестве тест-культур использованы патогенные микроорганизмы: 

 Pseudomonas syringae van Hall, вызывающий бактериальный некроз 

плодовых культур (изолирован из пораженных ветвей вишни); 

 Fusarium oxysporum Schltdl, возбудитель фузариоза томата, (изолирован 

из корневой системы томата с признаками увядания); 

 Alternaria alternata (Fr.) Keissl., возбудитель альтернариоза томата 

(изолирован с поверхности листа томата, пораженного данной болезнью). 

https://ru.wikipedia.org/wiki/Fr.
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С целью определения особенностей роста и развития всех исследуемых 
микроорганизмов на различных питательных средах их культивирование проводили 
в монокультуре на мясопептонном, бобовом (гороховом) и картофельно-глюкозном 
агаре. 

Оценку антагонистической активности P. polymyxa и B. amyloliquefaciens 
осуществляли с применением метода двойных культур (бактериального штриха 
Cross-Streak). В качестве тестеров использовали выше перечисленные патогенные 
микроорганизмы. Бактерии высевали в чашки Петри на поверхность бобового и 
мясопептонного агара на расстоянии 2,5 см от центра микробиологической петлей 
прямым штрихом длиной 3 см. Агаровый диск гриба-тестера диаметром 3,0 мм 
помещали в центр. Микроорганизмы инкубировали при температуре 25 °С. По мере 
роста колоний проводили измерение их размера [16]. Степень активности бактерий–
антагонистов определяли по снижению объёма биомассы тестеров по сравнению с 
тем же показателем в контрольном варианте (патогены, выращенные в 
монокультуре). Повторность опыта шестикратная. 

Для облучения готовили 0,01%-ную суспензию исследуемых бактерий в 
жидкой картофельно-глюкозной среде. Обработку когерентным светом проводили с 
использованием полупроводникового лазера с длиной волны 660 нм в течение 60, 
120, 240 и 480 с. Суспензии бактерий инкубировали при 35 °С. Эффективность 
облучения оценивали спустя сутки по изменению числа клеток бактерий в 
суспензии в вариантах с применением лазера в сравнении с контролем (без 
применения лазера). Количество бактериальных клеток в суспензии определяли 
путем микроскопирования при увеличении ×640 с использованием камеры Горяева 
с последующим пересчетом на 1 мл суспензии. Повторность опыта 
двенадцатикратная. 

 При статистической обработке и анализе экспериментальных данных 
использовали метод t-критерия Стьюдента и стандартные компьютерные программы 
Microsoft Office Excel. 

Результаты и их обсуждение 
С целью определения особенностей роста и развития бактерий P. polymyxa, 

B. amyloliquefaciens, P. syringae и грибов F. oxysporum, A. alternata на различных 
питательных средах их выращивали в монокультуре. Наиболее активный рост всех 
микроорганизмов отмечен на картофельно-глюкозном агаре (КГА) и бобовом агаре 
(БА). Объем колоний P. polymyxa на данных средах составил 37,7 и 40,9 мм3 
соответственно, B. amyloliquefaciens – 22,5 и 20,3 мм3 соответственно. При этом на 
мясопептонном агаре (МПА) данный показатель для исследуемых бактерий 
составил 27,4 и 13,6 мм3 соответственно. 

Бактерия P. syringae в монокультуре на БА и КГА также формировала более 
крупные колонии (40,0 и 36,2 мм3 соответственно), чем на МПА (14,7 мм3).  

Патогенные мицелиальные грибы показали активный рост на КГА и БА, а 
F. oxysporum в том числе и на МПА. Колонии в данных вариантах опыта полностью 
занимали всю чашку Петри (1250 мм3). Объем биомассы у A. alternata на МПА 
составлял 59,3 мм3. 

Для совместного культивирования бактерий из биопрепаратов и патогенов 
использовали среду, где отмечали активный рост всех микроорганизмов (БА), а 
также, где рост колоний был более сдержанным (МПА). 

Установлено, что исследуемые бактерии из биопрепаратов обладают 
антагонистической активностью в отношении патогенных микроорганизмов. 
Данный факт был установлен на обеих средах. В совместной культуре с P. polymyxa 
объем колоний тестеров P. syringae, F. oxysporum, A. alternata составил 20,3; 1250,0 
и 198,0 мм3 соответственно на БА и 12,3; 1150 и 16,7 мм3 соответственно на МПА. 
Таким образом, в среднем степень подавления роста патогенов составила 32,5; 4,0 и 

https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=Alternaria_alternata&action=edit&redlink=1
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77,9 % соответственно (рисунок 1 а). 
B. amyloliquefaciens также контролировала рост патогенов в совместной 

культуре. На БА колонии P. syringae, F. oxysporum, A. alternata имели объем 24,5; 
675,0 и 338,8 мм3 соответственно, на МПА – 12,7; 600,0 и 30,0 мм3 соответственно, 
то есть данная антагонистическая бактерия в среднем подавляла рост и развитие 
P. syringae на 25,9 %, F. oxysporum на 49,0 % и A. alternata на 61,1 % по сравнению с 
контрольными вариантами (рисунок 1 б). 

Эффективный контроль развития возбудителя бактериального некроза 
плодовых растений способен осуществлять штамм P. polymyxa П, который подавлял 
рост P. syringae в двойной культуре на 32,5 %. В отношении возбудителя фузариоза 
томата антифунгальную активность проявлял штамм B. amyloliquefaciens 01-1. При 
этом процент подавления роста колонии F. oxysporum составил 49,0 %. Возбудитель 
альтернариоза томата был значительно ослаблен в совместной культуре с обоими 
исследуемыми антагонистами, степень подавления роста A. alternata в варианте 
опыта с P. polymyxa П составила 77,9 %, а с B. amyloliquefaciens 01-1 − 61,1 %. 

 

 
А 

 
Б 

Рисунок 1 – Степень подавления роста патогенных микроорганизмов под 

влиянием бактерий-антагонистов 
 

Примечание. А – P. polymyxa; Б – B. amyloliquefaciens. Достоверность различий c контролем 

подтверждена по t-критерию Стьюдента: * р ≤ 0,05; ** р ≤ 0,01; *** р ≤ 0,001. 
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С целью стимуляции роста бактерий P. polymyxa и B. amyloliquefaciens 

проводили облучение их суспензий полупроводниковым лазером с длиной волны 

660 нм. После суточного культивирования бактерий в жидкой питательной 

картофельно-глюкозной среде в контрольных вариантах (без применения 

когерентного света) число клеток в 1 мл суспензии составило 101,9 × 109 и 

40,7 × 109 соответственно. При этом в опытных образцах данный показатель 

варьировал от 103,2 × 109 до 126,2 × 109 клеток для P. polymyxa и от 41,5 × 109 до 

55,3 × 109 клеток для B. amyloliquefaciens. В среднем увеличение числа клеток после 

лазерного облучения составило 16,0 % и 24,2 % соответственно (рисунок 2). 

Наибольшую стимуляцию (23,8 %) активности бактерий P. polymyxa наблюдали при 

длительности экспозиции в 240 с. Для B. amyloliquefaciens более эффективным 

оказалось облучение в течение 120 с, при этом число клеток в суспензии 

увеличилось на 36,1 %. Таким образом, установлено, что кратковременная лазерная 

обработка способствует стимуляции бактерий-антагонистов.  

 

 
 

Рисунок 2 – Лазерная стимуляция бактерий-антагонистов в зависимости от 

длительности облучения (λ = 660 нм) 
 

Примечание. Достоверность различий c контролем подтверждена по t-критерию Стьюдента: 

* р ≤ 0,05; ** р ≤ 0,01; *** р ≤ 0,001. 

 

Полученные результаты исследований позволят найти пути решения 

проблем, связанных с контролем широко распространенных возбудителей болезней 

растений P. syringae, F. oxysporum, A. alternata. Поиск и изучение эффективных 

антагонистов в отношении данных микроорганизмов, а также методов повышения 

их функциональной активности способствует более широкому внедрению 

биологических средств защиты растений в практику сельскохозяйственного 

производства. В настоящее время распространенными в промышленных масштабах 

являются биопрепараты, созданные на основе какого-либо одного штамма 

микроорганизмов, в большинстве случаев это B. sublis и P. fluorescens [15]. Создание 

КМП является перспективным направлением, так как его использование позволяет 

решать несколько задач (контроль патогенов, индукция иммунитета, улучшение 

питания). Важным этапом при этом следует считать оценку эффективности 

компонентов микробного комплекса в выполнении целевых функций. Бактерии 

P. polymyxa и B. amyloliquefaciens, входящие в состав биопрепаратов, способны 
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обеспечивать контроль патогенов. Способ действия бактерий заключается в 

секреции антимикробных соединений и их диффундировании в питательную среду 

при культивировании in vitro [17, 18]. Метаболиты, выделяемые P. polymyxa и 

B. amyloliquefaciens, при совместном культивировании с патогенами оказывали 

ингибирующее действие на тест-культуры P. syringae, F. oxysporum, A. alternata, 

указывая на наличие в их составе антимикробных соединений. 

Потенциал P. polymyxa и B. amyloliquefaciens в качестве агентов 

биологического контроля в составе КМП, основанный на антимикробной 

активности, позволяет охарактеризовать их как перспективные. Их способность 

продуцировать разнообразный спектр метаболитов, направленных на подавление 

болезнетворных микроорганизмов отмечает ряд авторов [1, 2, 9, 10, 18, 19, 20]. 

Используемый анализ in vitro позволяет определить характер воздействия 

метаболитов анализируемых бактерий на тестовые культуры и является 

репрезентативным для предварительного отбора штаммов-антагонистов [21]. В 

дальнейшем требуются исследования in planta, основанные на многофакторном 

патосистемном подходе, предусматривающем изучение особенностей развития 

патогенов, биоагентов и растения-хозяина в контролируемых условиях опыта. 

Несмотря на то, что вопросы, касающиеся безопасности окружающей среды, 

являются основополагающими при разработке мер защиты растений от болезней, 

реализация потенциала микроорганизмов в качестве агентов биоконтроля 

фитопатогенов сдерживается рядом факторов, в том числе снижением активности в 

результате длительного хранения, более низкой эффективностью по сравнению с 

рядом химических средств, зависимостью от ценотического окружения. Увеличение 

численности популяции биоагентов и повышение их противомикробной активности 

способствует успешной колонизации растения-хозяина и борьбе с болезнями. 

На основании проведенных экспериментов по влиянию когерентного света на 

микроорганизмы установлено его стимулирующее действие на ростовые процессы 

бактерий P. polymyxa и B. amyloliquefaciens. Данный эффект основан на 

фоторегуляторном действии красного квазимонохроматического света. Под его 

влиянием микробные клетки начинают быстрее размножаться в результате 

активизации физиологических процессов. Проведенные ранее исследования на 

бактериях B. sublis и P. fluorescens показали, что использование лазерного облучения 

дает возможность восстанавливать их функциональную активность, снизившуюся в 

результате воздействия неблагоприятных факторов, получать в более короткие сроки 

культуральную жидкость с определенным количеством клеток и их метаболитов, 

снижать концентрацию биологических препаратов в рабочих растворах, что 

способствует экономии при проведении защитных мероприятий [15, 22]. Поэтому в 

дальнейшем целесообразно проведение испытания уровня антагонистической 

активности бактерий P. polymyxa и B. amyloliquefaciens после облучения лазером. 

Установленные закономерности являются научным обоснованием 

перспективы использования когерентного света для стимуляции микробов–

антагонистов фитопатогенов, что может быть востребовано в органическом 

земледелии для повышения эффективности биологических препаратов защиты 

растений от болезней, в состав которых входят живые клетки бактерий.  

Выводы 
Проведенные исследования показали, что в контроле P. syringae более 

эффективной является бактерия P. polymyxa, которая в значительной степени 

способна подавлять рост данного патогена на 32,5%. В отношении возбудителя 

фузариоза томата выраженный антагонизм проявляла бактерия B. amyloliquefaciens, 

что снизило объем колоний F. oxysporum на 49,0 %. Против патогенного гриба, 

https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=Alternaria_alternata&action=edit&redlink=1
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вызывающего альтернариоз томата, P. polymyxa П и B. amyloliquefaciens показали 

высокую активность. Ингибирование роста и развития колоний A. alternata 

составило 77,9 и 61,1 % соответственно. 

Лазерное излучение, благодаря фоторегуляторному действию, способно 

стимулировать рост и развитие исследуемых бактерий-антагонистов фитопатогенов. 

Установлено увеличение числа клеток в бактериальных суспензиях после обработки 

когерентным светом у P. polymyxa на 23,8 % при длительности экспозиции 240 с и у 

B. amyloliquefaciens на 36,1 % при длительности экспозиции 120 с.  
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Maslova M. V., Grosheva E. V., Budagovsky A. V., Budagovskaya O. N., Kameneva I. A. 

ANTAGONISTIC ACTIVITY OF PAENIBACILLUS POLYMYXA, BACILLUS 

AMYLOLIQUEFACIENS AND THEIR LASER STIMULATION AGAINST 

PHYTOPATHOGENS  

Summary. Nowadays, thanks to organic farming development, particular attention 

is paid to the biological methods of plants protection, especially from diseases. Therefore, 

new biological preparations creation and studying their effectiveness are promising 

directions. The aim of the research was to study the antagonistic activity of the bacteria 

Paenibacillus polymyxa and Bacillus amyloliquefaciens against some phytopathogens 

(Pseudomonas syringae van Hall, Fusarium oxysporum Schltdl, Alternaria alternata (Fr.) 

Keissl.), as well as their reaction to laser irradiation. The research was carried out in the 

Research Problem Laboratory “Biphotonika” of the Michurinsk State Agrarian University 

and the Department of Agricultural Microbiology of the Research Institute of Agriculture 

of Crimea in 2016–2021. The antagonistic activity of the bacteria was evaluated by the 

double culture method. The effectiveness of irradiation (as a result of their treatment with 

coherent light) was determined by the change in the number of bacterial cells in the 

suspension. The study of the activity of bacteria-antagonists against pathogens showed 
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that the suppression of P. syringae, F. oxysporum, A. alternata growth in the double 

culture with P. polymyxa compared to the control variants was 32.5 %; 4.0 % and 77.9 %, 

respectively. B. amyloliquefaciens suppressed the growth of P. syringae by 25.9 %, F. 

oxysporum – by 49.0 %; A. alternate – by 61.1 %. An increase in the number of cells in 

suspensions of P. polymyxa and B. amyloliquefaciens after coherent light irradiation by 

26.6 % and 36.7 %, respectively, was also found. Thus, to control P. syringae, bacterial 

strain of P. polymyxa P was more effective. The bacterial strain B. amyloliquefaciens 01-1 

showed antagonistic activity against F. oxysporum. Both studied microorganisms were 

effective against A. alternata. To increase the activity of cell division of antagonist strains 

of phytopathogens, it is advisable to use coherent light irradiation. In future, it is 

advisable to test the level of antagonistic activity of the bacteria P. polymyxa and B. 

amyloliquefaciens after laser irradiation. 

Keywords: biocontrol of phytopathogens, Paenibacillus polymyxa, Bacillus 

amyloliquefaciens, laser stimulation of bacteria-antagonists. 
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