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Исследованы биобезопасность, фитотоксичность и чувствительность к антибиотикам штамма 

Bacillus sp. C6 – антагониста фитопатогенных бактерий и грибов. Установлено отсутствие 

вирулентности, токсичности и токсигенности исследуемого штамма. Показано, что штамм 

чувствителен к антибиотикам широкого спектра действия и не синтезирует экзометаболиты, 

токсичные для растений. Сделан вывод о возможности использования штамма Bacillus sp. C6 

как перспективного в качестве агента биоконтроля болезней растений. 
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1 Современная стратегия защиты сель-

скохозяйственных растений, направленная на 

ограничение применения химических пестици-

дов, связана с разработкой и широким внедре-

нием биологических, в том числе микробиоло-

гических методов борьбы с фитопатогенами 

различной природы.  

Одним из наиболее перспективных 

направлений в борьбе с возбудителями заболе-

ваний растений является использование био-

препаратов на основе бактерий из рода Bacillus 

(Сираева, 2012). Многие штаммы бацилл ха-

рактеризуются высокой антагонистической ак-

тивностью по отношению к фитопатогенным 

микроорганизмам, а также выраженной спо-

собностью колонизировать ризосферу расте-

ний. Свойство бацилл образовывать споры 

обеспечивает им преимущества в почвенных 

микробиоценоозах при воздействии неблаго-

приятных факторов окружающей среды 

(Romero et al., 2007). 
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Высокий уровень антагонизма бацилл по 

отношению к фитопатогенным бактериям и 

грибам связан с тем, что они синтезируют ши-

рокий спектр различных экзометаболитов, в 

том числе, с антибиотическими свойствами – 

циклолипопептиды: итурины, сурфактины, 

фенгицины и другие (Moyne et al., 2001). Одна-

ко некоторые из таких экзометаболитов могут в 

процессе онтогенеза угнетать рост и развитие 

растений. Поэтому при отборе штаммов бакте-

рий, перспективных для создания препаратов 

для биоконтроля заболеваний сельскохозяй-

ственных культур, учитывают не только анта-

гонистическую активность конкретного штам-

ма, а также его биобезопаность и отсутствие 

фитотоксического действия. 

Многими исследователями высказывает-

ся предположение, что неконтролируемое по-

падание в окружающую среду штаммов бакте-

рий с множественной устойчивостью к анти-

биотикам создает угрозу распространения ге-

нов антибиотикорезистентности не только в 

пределах отдельных популяций микроорганиз-

мов, но и на межпопуляционном уровне (WHO, 

2007). Обмен генами устойчивости к антибио-

тикам может приводить к селекции резистент-

ных штаммов не только сапробионтных бакте-
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рий, но и условно патогенных микроорганиз-

мов – возбудителей оппортунистических ин-

фекций, что, в свою очередь, может стать при-

чиной серьезной экологической проблемы. Та-

ким образом, в настоящее время антибиотико-

резистентность микроорганизмов расценивает-

ся как проблема эпидемии генов устойчивости 

в глобальных сетях экосистем микроорганиз-

мов, подвергающихся селекции. Однако при-

знак устойчивости к антибиотикам не рассмат-

ривается как одна из общепринятых характери-

стик штаммов микроорганизмов, входящих в 

состав препаратов для защиты растений. 

В связи с этим целью настоящей работы 

было определить возможность использования 

штамма Bacillus sp. C6 – антагониста фитопато-

генных бактерий и грибов при создании био-

препарата для растениеводства.  

МЕТОДИКА  

Объектом исследования был штамм 

Bacillus sp. C6, выделенный из почвы и обла-

дающий выраженной антагонистической ак-

тивностью по отношению к фитопатогенным 

бактериям и грибам (Грабова, 2014). 

Биобезопасность штамма изучали в соот-

ветствии со стандартными методиками на бе-

лых мышах линии BALB/C массой 16-18 г 

(Градова и др., 2010). Опыты проводили в соот-

ветствии с биоэтическими нормами обращения 

с животными (Marie et al., 2005). Животные 

были разделены на восемь групп по 10 особей в 

каждой. Двум контрольным группам перораль-

но (группа 1) и внутрибрюшинно (группа 2) 

вводили 1 мл стерильной среды культивирова-

ния. При исследовании вирулентности каждой 

особи (группа 3 – перорально, группа 4 – внут-

рибрюшинно) вводили суспензию суточной 

культуры бацилл, содержащей 5•10
9 

 колоние-

образующих единиц (КОЕ), токсигенности 

(группы 5 и 6) – такую же суспензию, предва-

рительно убитую прогревом при температуре 

100°С 20 минут, токсичности (группы 7 и 8) – 1 

мл бесклеточного фильтрата 10-суточной куль-

туры. Срок наблюдения – семь дней (Смирнов 

и др., 1983). Контроль внешнего состояния жи-

вотных проводили ежедневно, при наблюдении 

учитывали изменение активности животных, их 

выживаемость. По окончании срока наблюде-

ния проводили эвтаназию и вскрытие, визуаль-

но оценивали форму, цвет, внешний вид внут-

ренних органов. Для гистологического анализа 

у мышей отбирали образцы ткани кишечника и 

печени. Отобранные образцы фиксировали 

быстрым методом в 10% формалине, проводи-

ли через растворы спиртов, ксилола и расплав-

ленный парафин. После обезвоживания и пара-

финизации тканей органы заливали жидким па-

рафином и готовили микротомные срезы, вы-

сушивали их и окрашивали по стандартной ме-

тодике растворами эозина и гематоксилина 

(Карпищенко, 2013). Гистологические исследо-

вания проводили в лаборатории гистологии 

ООО «Центр ветеринарной диагностики» (Ки-

ев).  

Фитотоксическое действие бесклеточной 

культуральной жидкости исследовали методом 

рулонной культуры на проростках озимой пше-

ницы сорта Смуглянка (Василькова и др., 

2008). По 100 семян замачивали в отстоянной 

водопроводной воде (контроль) и исследуемых 

разведениях культуральной жидкости бацилл. 

На полиэтиленовые полосы размером 75×15 см 

накладывали полосу увлажнѐнной фильтро-

вальной бумаги шириной 5 см, и раскладывали 

на неѐ по 33-34 семени, отступая от верхнего 

края 2,5 см. Сверху на семена накладывали ещѐ 

одну полосу бумаги, скручивали в рулон и ста-

вили в банки с отстоянной водопроводной во-

дой. Морфометрические измерения проростков 

проводили на 7 сутки, учитывая прирост сырой 

надземной и корневой массы, которые выража-

ли в процентах относительно контроля.  

Чувствительность бацилл к антибиотикам 

определяли дискодиффузионным методом 

(Егоров, 2004) на среде Мюллера-Хинтона 

(HiMedia, Индия). Контроль качества дисков 

проводили на тестовых культурах: 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 и 

Escherichia coli ATCC 25922 (Зуева и др., 2004). 

Интерпретацию результатов проводили по 

диаметрам зон задержки роста (ЗЗР, мм) вокруг 

дисков с антибиотиком согласно рекомендаци-

ям CLSI для стафилококков (Brouillard et al., 

2005; CLSI/NCCLS, 2005). Повторность опытов 

– трехкратная.  

В таблицах и графиках представлены 

усреднѐнные значения полученных результа-

тов. Результаты считали достоверными при р < 

0,05. Статистическую обработку результатов 

осуществляли с помощью Microsoft Excel.  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ  

Применение бактериального штамма при 

создании препарата для растениеводства пред-

полагает, что помимо высокой биологической 

активности, он должен быть безопасным для 

человека и теплокровных животных. Поэтому 

мы изучили вирулентность, токсичность и ток-

сигенность штамма Bacillus sp. C6. Установле-
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но, что во всех контрольных и опытных груп-

пах не наблюдалось изменения поведения или 

гибели животных в течение всего срока наблю-

дения. При макроскопическом исследовании 

органов вскрытых животных не зафиксировано 

видимых патологоанатомических изменений в 

мозге, трахее, желудке, сердце, почках, кишеч-

нике и селезенке. Полученные результаты сви-

детельствуют о том, что штамм не является ви-

рулентным, не обладает токсичными и токси-

генными свойствами, поскольку LD50 при вве-

дении его как перорально, так и внутрибрю-

шинно превышала 5•10
9 

КОЕ. Подтверждением 

безопасности штамма Bacillus sp. C6 также яв-

ляются данные гистологического исследования 

тканей органов животных. Установлено, что в 

кишечнике мышей всех опытных групп отме-

чается сохранение структуры и длины ресничек 

слизистого эпителия кишечника, а также отсут-

ствие признаков воспалительного процесса – 

лимфоцитарно-макрофагальных инфильтраций 

и кровоизлияний в подслизистой и в пластинке 

слизистой (рис. 1б), что соответствует физио-

логической норме (рис. 1а). Кроме того, пока-

зано сохранение структуры паренхимы печени 

мышей контрольных (рис 2а) и опытных (рис 

2б) групп.  

Полученные данные подтверждают ави-

рулентность и биологическую безопасность ис-

следуемого штамма бацилл, поскольку внутри-

брюшинное и пероральное введение не вызы-

вает патологических изменений у мышей. 

Известно, что высокие концентрации эк-

зогенных фитогормонов могут ингибировать 

рост растений (Дѐрфлинг, 1985). Аналогично 

бактерии, синтезирующие фитогормональные 

соединения в больших количествах, могут 

угнетать рост и развитие растений. С другой 

стороны, в присутствии даже невысоких кон-

центраций веществ, оказывающих гербицидное 

действие, подавляется наклевывание и прорас-

 
 
Рис. 1. Структура кишечника: А – группа 1, Б – группа 4 (окраска гематоксилином и эози-

ном, увеличение × 400).  
 

  

Рис. 2. Структура печени: А – группа 2, Б – группа 8 (окраска гематоксилином и эозином, 

увеличение × 400).  

А Б 

 

А Б 



ГРАБОВА, ДРАГОВОЗ, АВДЕЕВА 

83 

тание семян. Так, антибиотик бацитрацин, ко-

торый синтезируют различные штаммы В. 

licheniformis, оказывает негативное действие на 

семена томата, люцерны, пшеницы, хлопчатни-

ка и эспарцета в концентрации 750 ед./мл (Га-

джиев, 2014). В связи с этим мы исследовали 

влияние культуральной жидкости Bacillus sp. 

C6 на всхожесть и накопление сырой массы 

проростков озимой пшеницы. 

Показано, что нативная культуральная 

жидкость (КЖ) исследуемого штамма ингиби-

рует прорастание семян озимой пшеницы и 

накопление биомассы примерно на 30% (рис. 

3). При разведении в 50 раз, угнетение их роста 

и развития увеличивается до 40%. 

В дальнейшем, при разведении культу-

ральной жидкости в 75 раз фитотоксический 

эффект нивелировался, а при последующих 

разведениях наблюдалась стимуляция ростовых 

процессов растений. Наибольшая стимуляция 

показателей всхожести и накопления биомассы 

отмечалась при разведении культуральной 

жидкости в 200 раз. Тот факт, что ингибирую-

щий эффект полностью снимается разбавлени-

ем КЖ в 75 раз, а при последующих разведени-

ях наблюдается стимуляция накопления био-

массы, может свидетельствовать о наличии в 

КЖ достаточно высоких концентраций гормо-

нальных и других регуляторов роста (вызы-

вавших ингибирующий эффект неразведенной 

КЖ) негормональной природы (Кефели, 1981), 

а также об отсутствии веществ, токсичных для 

растений. На основании полученных результа-

тов можно сделать вывод о возможности ис-

пользования штамма Bacillus sp. C6 при созда-

нии препарата для растениеводства. 

По нашему мнению, важной характери-

стикой штамма микроорганизма, потенциаль-

ного агента биопрепарата, предназначенного 

для биконтроля заболеваний сельскохозяй-

ственных растений, является отсутствие в его 

геноме детерминант устойчивости к широко 

применяемым антибиотическим препаратам. В 

связи с этим нами была исследована чувстви-

тельность штамма Bacillus sp. С6 к широкому 

спектру антибиотиков. 

Из представленных в таблице результа-

тов видно, что штамм чувствителен к широко-

му спектру антибиотиков различных классов: 

беталактамным, аминогликозидным, макроли-

дам, линкозамидам, фторхинолонам, а также к 

хлорамфениколу и имипенему. Чувствитель-

ность изучаемого штамма бацилл к тетрацик-

линам несколько отличалась: так, штамм был 

умеренно резистентным к тетрациклину, но 

чувствителен к доксициклину. Аналогичная за-

кономерность была отмечена для некоторых 

видов бацилл (CLSI, 2005). Устойчивость ба-

цилл к полимиксину, по-видимому, связана с 

тем, что исследуемый штамм синтезирует этот 

антибиотик, как и многие другие представители 

бактерий рода Bacillus (Щетинин, 2003). 

 

Рис. 3. Фитотоксичность культуральной жидкости Bacillus sp. C6. 
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Таким образом, в результате проведен-

ных исследований установлено, что штамм 

Bacillus sp.  С6   является    непатогенным  для 

человека и животных. Культуральная жидкость 

исследованного штамма не является фитоток-

сичной, а при разведении в 200 и более раз 

проявляет выраженный фитостимулирующий 

эффект. Исследование природы фитостимули-

рующих веществ, содержащихся в культураль-

ной жидкости – предмет наших дальнейших 

исследований. Кроме того, штамм Bacillus sp. 

С6 является чувствительным к широкому спек-

тру антибиотиков различных классов и поколе-

ний, что свидетельствует об отсутствии в его 

геноме детерминант устойчивости к этим анти-

биотикам. Полученные результаты, а также 

установленная нами ранее высокая антагони-

стическая активность изучаемого штамма по 

отношению к фитопатогенным бактериям и 

грибам (Грабова, 2014), позволяют рассматри-

вать его, как перспективный при создании био-

препарата для защиты растений от заболеваний 

бактериальной и грибной этиологии. 
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Biosafety, phytotoxicity and antibiotic sensitivity of the Bacillus sp. C6 strain which is an antagonist 

of phytopathogenic bacteria and fungi were investigated. Absence of virulence, toxicity and 

toxigenicity of the test strain was found. It was shown that the strain is sensitive to broad-spectrum 

antibiotic and it does not synthesize exometabolites which are toxic to plants. It was concluded that 

it is possible to use the Bacillus sp. C6 strain as promising biocontrol agent of plant diseases. 
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БІОБЕЗПЕКА, ФІТОТОКСИЧНІСТЬ І АНТИБІОТИКОЧУТЛИВІСТЬ  

ШТАМУ BACILLUS SP. C6 – АНТАГОНІСТА  

ФІТОПАТОГЕННИХ БАКТЕРІЙ І ГРИБІВ 

Г. Ю. Грабова, І. В. Драговоз, Л. В. Авдєєва 

Інститут мікробіології і вірусології ім. Д.К. Заболотного 

 Національної академії наук України  

( Київ, Україна)  

e-mail: gau.imv@ukr.net 

Досліджено біобезпеку, фітотоксичність і чутливість до антибіотиків штаму Bacillus sp. C6 – 

антагоніста фітопатогенних бактерій і грибів. Встановлено авірулентность, нетоксичность та 

нетоксигенность досліджуваного штаму. Показано, що штам чутливий до антибіотиків широ-

кого спектра дії; не синтезує екзометаболіти, токсичні для рослин. Зроблено висновок про 

можливість використання штаму Bacillus sp. C6 як перспективного в якості агента біоконтро-

лю хвороб рослин. 

Ключові слова: Bacillus sp. C6, біобезпека, фітотоксичність, антибіотикочутливість 
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