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Аннотация. Для борьбы с фитопатогенными бактериями и грибами разработано большое количество синтетических пестицидов, од-
нако их использование экономически невыгодно и вредит окружающей среде. Целью настоящего исследования являлась оценка анта-
гонистических свойств бактерий Bacillus velezensis HR13 по отношению к культурам фитопатогенных бактерий и грибов, а также способ-
ности к продукции циклических липопептидов, которые обладают противомикробной активностью. Показано, что штамм B. velezensis 
HR13 оказывает выраженное антагонистическое действие в отношении грибов – возбудителей инфекций растений: Absidia corymbifera, 
Aspergillus fl avus, A. niger, A. tubingensis, Fusarium oxysporum, F. equiseti, Phoma fungicola, Rhizopus sp. Штамм B. velezensis HR13 не проявляет ан-
тагонизма по отношению к фитопатогенным грамотрицательным бактериям рода Pseudomonas. Проведена характеристика полученных 
циклических липопептидов методами тонкослойной хроматографии и Фурье-ИК-спектроскопии.
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Abstract. A large number of synthetic pesticides have been developed to combat phytopathogenic bacteria and fungi, but their use is economically 
unprofi table and harms the environment. The aim of this study was to evaluate the antagonistic properties of Bacillus velezensis HR13 bacteria in 
relation to cultures of phytopathogenic bacteria and fungi, as well as the ability to produce cyclic lipopeptides, which have antimicrobial activ-
ity. It is shown that strain B. velezensis HR13 has a pronounced antagonistic eff ect against fungi that cause plant infections: Absidia corymbifera, 
Aspergillus fl avus, A. niger, A. tubingensis, Fusarium oxysporum, F. equiseti, Phoma fungicola, Rhizopus sp. The strain B. velezensis HR13 does not show 
antagonism to phytopathogenic gram-negative bacteria of the genus Pseudomonas. A preparation of cyclic lipopeptide surfactin was obtained by 
thin-layer chromatography and Fourier-transform infrared spectroscopy.
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Введение
Растения часто поражаются грибковыми и 

бактериальными инфекциями. Для борьбы с широ-
ким спектром возбудителей заболеваний растений 
разработаны специальные вещества – пестициды, 
однако их использование экономически невыгод-
но для сельского хозяйства и подчас губительно 
для окружающей среды. В связи с негативными 
последствиями использования синтетических 
пестицидов актуальной стала проблема раз-
работки доступных и экологически безопасных 
эффективных биопрепаратов, направленных на 
предотвращение инфицирования растений фито-
патогенными агентами.

Современная биотехнология ориентирована 
на создание микробных препаратов на основе 
бактерий рода Bacillus, которые известны своей 
способностью к подавлению роста фитопатоген-
ных бактерий и грибов посредством продукции 
антимикробных соединений. Поскольку предста-
вители рода Bacillus характеризуются широким 
распространением, устойчивостью к негативным 
воздействиям среды, способностью утилизиро-
вать разнообразные источники углерода и азота 
и т.д., биопрепараты на их основе являются наи-
более перспективными для повсеместного вне-
дрения в сельское хозяйство [1].

В отрасли растениеводства бактерии B. ve-
lezensis являются биоконтролирующими орга-
низмами по отношению к плесневым грибам, 
поражающим растущие растения. По литера-
турным данным, бактерии вида B. velezensis 
обладают антагонистическими свойствами 
по отношению к культурам Botrytis cinerea, 
Pythium, Phytophthora, Sclerotinia, Penicillium и 
Alternaria alternate, Macrophomina phaseolina, 
Rhizoctonia solani, а также к таким условно-
патогенным бактериям, как Proteus vulgaris, 
Pseudomonas aeruginosa и некоторым штаммам 
Escherichia coli [2, 3].

Виды рода Bacillus известны способностью 
к синтезу огромного пула веществ, обладающих 
антимикробной активностью. Все эти вещества 
относятся к разным классам, имеют различное 
строение и механизмы действия. Общей чертой 
подобных соединений является подавляющее 
действие по отношению к различным бакте-
риям, грибам, вирусам или простейшим. В 
исследованиях последних лет были получены 
данные о виде B. velezensis, отдельные штам-
мы которого продуцируют аминогликозиды, 

экзополисахариды, фунгицидные антибио-
тики, циклотетрапептиды, циклические ли-
попептиды и другие вторичные метаболиты, 
эффективные по отношению к различным 
патогенным микроорганизмам, в частности, по 
отношению к Staphylococcus aureus, Alternaria 
panax, Clostridium coccodes, Fusarium oxysporum, 
Merizocera oryzae, Phytophthora capsici и многим 
другим [4].

Основную фракцию антимикробных ве-
ществ составляют циклические липопептиды – 
нерибосомально синтезируемые производные [5, 
6]. К наиболее изученным циклическим липопеп-
тидам относятся сурфактин, итурин, фенгицин, 
бацилломицин и микосубтилин. Липопептиды 
привлекают внимание исследователей тем, что 
помимо антимикробной активности они облада-
ют также противовирусными и противоопухоле-
выми свойствами и устойчивостью к высоким 
температурам [7].

Материалы и методы
Исследования проводились в 2019–2021 гг. на 

кафедре микробиологии и физиологии растений 
Саратовского национального исследовательского 
государственного университета имени Н. Г. Чер-
нышевского (СГУ).

Объектом исследований являлся штамм 
Bacillus velezensis HR13, выделенный с поверх-
ности листьев ястребинки могучей Hieracium 
robustum Fr. s. L., 1848 [8].

В качестве тест-культур в экспериментах 
по определению антагонистической активности 
были использованы грамотрицательные бакте-
рии Pseudomonas aeruginosa V-31, P. fl uorescens 
T-283, P. putida TSH-18, а также фитопатогенные 
грибы Aspergillus fl avus, A. niger, A. tubingensis, 
Fusarium oxysporum, F. tricinctum, F. equiseti, 
Phoma fungicola и Rhizopus sp. из коллекции ка-
федры микробиологии и физиологии растений 
биологического факультета СГУ.

Культивирование бактерий осуществляли на 
плотной и жидкой среде ГРМ, а тест-культуры 
грибов культивировали на среде PDA.

Определение антагонистической активно-
сти исследуемых бактерий проводили методом 
агаровых блоков [9]. Исследуемый штамм и тест-
культуры бактерий выращивали на плотной среде 
ГРМ при температуре 37 °С в течение 24–48 ч, 
а культуры грибов – на плотной среде PDA при 
температуре 28 °С в течение 4–5 сут. Из исследу-
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емых тест-культур готовили взвеси в стерильной 
дистиллированной воде по стандарту мутности 
10 ЕД и проводили посев газоном по 100 мкл 
взвеси каждой тест-культуры на поверхность 
среды. Далее вырезали агаровые блоки, которые 
с помощью стерильного скальпеля раскладывали 
на чашки Петри с газонами бактерий и грибов. 
Раскладывали по 3 блока на каждую чашку 
Петри на равном расстоянии друг от друга, 
плотно прижимая к поверхности среды. Посевы 
тест-культур бактерий инкубировали при 37 °С 
24–48 ч, а посевы грибов – при 28 °С 3–5 сут. По 
окончании времени инкубации измеряли диа-
метры зон ингибирования роста тест-культур в 
миллиметрах (мм).

Для получения циклических липопептидов 
бактерии культивировали в жидкой питательной 
среде Ленди следующего состава: (pH 7,0–7,4) 
(г/л): глюкоза – 30,0; глутаминовая кислота – 5,0; 
MgSO4 × 7H2O – 0,5; KCl – 0,5; KH2PO4 – 1,0; 
MnSO4 – 0,005; дрожжевой экстракт – 1,0; 
CuSO4 × 5H2O – 0,00016, FeSO4 × 7H2O – 0,00015 
на протяжении 48 ч при температуре 30 °С, по-
сле чего подвергали центрифугированию при 
4400 об/мин в течение 30 мин. Культуральную 
жидкость обрабатывали 10 % HCl до значений 
pH 2,0, помещали в холодильник на ночь и за-
тем центрифугировали (4400 об/мин, 30 мин). 
К сформированным осадкам добавляли мета-
нол, встряхивали до полной гомогенизации и 
выдерживали при комнатной температуре на 
протяжении 1,5 ч. Полученный раствор центр и-
фугировали (4400 об/мин, 30 мин) и собирали 
отдельно метанольный экстракт. Подобную 
процедуру обработки культуральной жидкости 
повторяли трижды. Объединенные метанольные 
экстракты концентрировали на ротационном 
испарителе [10]. В качестве контроля нами была 
использована чистая среда Ленди без бактерий, 
из которой с использованием вышеуказанных 
операций также были получены метанольные 
экстракты.

Для проведения тонкослойной хроматогра-
фии с экстрактами циклических липопептидов из 
культуральной жидкости бактерий использовали 
пластины с силикагелем ALUGRAM Xtra-sheets 
SIL G/UV254 с размером 5 × 20 см и толщиной 
слоя 0,2 мм («Macherey-Nagel», Германия). Си-
стема растворителей имела следующий состав: 
хлороформ, метанол и аммиак с соотношением 
16,25 : 6,25 : 1 с оответственно. Результаты раз-
деления компонентов исследуемых экстрактов 
оценивали при УФ-облучении [11]. Сорбционные 
свойства системы в ТСХ характеризуются под-
вижностью Rf – относительной скоростью пере-

мещения компонентов в тонком слое. Величину 
Rf рассчитывали исходя из экспериментальных 
данных по формуле:

Rf = li / L,
где li – расстояние от стартовой линии до центра 
пятна, L – расстояние, пройденное растворителем 
от стартовой линии до границы фронта раство-
рителя [12].

Для регистрации ИК-фурье-спектров экстрак-
ты липопептидов лиофильно высушивали. Полу-
ченные образцы тщательно гомогенизировали с 
навеской KBr в агатовой ступке и формировали 
таблетки под прессом с помощью пресс-формы, 
оснащенной мембранным насосом. ИК-спектры 
регистрировали на ИК-фурье-спектрометре, снаб-
женным поглотителем паров воды и углекислого 
газа, в режиме пропускания, суммируя и усредняя 
не менее 64 отдельных сканов с разрешением 
4 см-1. Управление спектрометром и обработку 
спектров осуществляли с помощью программы 
OMNIC (версия 8.2.0.387).

Эксперименты проводили в трех биологиче-
ских и трех аналитических повторностях. Резуль-
таты экспериментов подвергали статистической 
обработке. Данные представлены в виде средних 
значений, доверительные интервалы определяли 
для 95% уровня значимости.

Результаты и их обсуждение
В результате определения антагонистиче-

ской активности было выяснено, что исследуе-
мый штамм не подавлял рост грамотрицательных 
бактерий P. aeruginosa V-31, P. fl uorescens T-283, 
P. putida TSH-18, а также грибов F. tricinctum. 
Исследуемый штамм B. velezensis HR13 прояв-
лял ярко выраженные ингибирующие свойства 
по отношению к культурам Absidia corymbifera, 
Aspergillus fl avus, A. niger, A. tubingensis, Fusarium 
oxysporum, F. equiseti, Phoma fungicola, Rhizopus 
sp. (рис. 1).

Количественная оценка ингибирования роста 
тест-культур бактериями штамма B. velezensis 
HR13 свидетельствовала о том, что антагонисти-
ческий эффект в наибольшей степени проявлялся 
в случае культур F. oxysporum и A. fl avus – 32 и 29 
мм, соответственно (таблица).

Полученные результаты указывают на из-
бирательное действие бактерий B. velezensis 
HR13 по отношению к различным бактери-
альным и грибным культурам. Как оказалось, 
данный штамм не подавляет рост грамотрица-
тельных бактерий. Этот факт может быть об-
условлен механизмом действия антибиотиков, 
продуцируемых B. velezensis HR13, который, 
вероятно, направлен на повреждение клеточ-
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ной стенки грамположительных бактерий. По-
скольку бактерии B. velezensis HR13 не влияют 
на рост гриба F. tricinctum, который поражает 
различные сельскохозяйственные культуры, 
вызывая фузариоз, применение данного штам-
ма для борьбы с этим фитопатогенным грибом 
будет неэффективным [13].

Таким образом, исследуемый штамм бак-
терий B. velezensis HR13 может быть исполь-
зован в составе различных биопрепаратов в 
качестве агента биологического контроля ряда 

Рис. 1. Антагонизм бактерий B. velezensis HR13 в отношении к тест-культурам 
бактерий и грибов: а – P. putida TSH-18; б – A. niger

Fig. 1. Antagonism of bacteria B. velezensis HR13 in relation to test cultures of 
bacteria and fungi: a – P. putida TSH-18; b – A. niger

B
а/a б/b

Диаметр зоны подавления (М ± м, p < 0,05) 
бактериями B. velezensis 13 тест-культур бактерий 

и грибов
Table. The diameter of the suppression zone 
(M ± m, p < 0.05) by bacteria B. velezensis 

13 test cultures of bacteria and fungi

Тест-культура / 
Test culture

Диаметр зоны 
ингибирования роста, мм / 

Diameter of the growth 
inhibition zone, mm

P. aeruginosa V-31 0

P. fl uorescens T-283 0

P. putida TSH-18 0

Aspergillus fl avus 29,1 ± 4,6

A. niger 18,2 ± 2,8

A. tubingensis 25,0 ± 5,7

Fusarium oxysporum 32,1 ± 5,5

F. tricinctum 0

F. equiseti 18,3 ± 3,3

Phoma fungicola 21,7 ± 3,3

Rhizopus sp. 15,8 ±  4,9

патогенных грибов, вызывающих заболевания 
сельскохозяйственных культур.

Поскольку для ранее изученных штаммов 
бактерий B. velezensis была продемонстрирована 
продукция сурфактинов [4, 14], нами был вы-
полнен поиск веществ липопептидной природы 
в культуральной жидкости штамма B. velezensis 
HR13. В соответствии с методикой выделения 
сурфактинов были получены метанольные экс-
тракты, компоненты которых разделяли методом 
ТСХ. В качестве контрольного образца был ис-
пользован метанольный экстракт, полученный 
из питательной среды Ленди без бактерий. В 
результате разделения исследуемого экстракта на 
хроматограмме были обнаружены три фракции с 
различными значения Rf : 0,16; 0,32; 0,47. В слу-
чае вытяжки из чистой среды Ленди соединений 
липопептидной природы обнаружить не удалось, 
что служит подтверждением микробного про-
исхождения выявленных фракций в изучаемом 
экстракте. В работе [12] были представлены 
значения Rf сурфактина бактерий В. subtilis ИБ-
17 и коммерческого стандарта («Sigma», США), 
которые составляли 0,184. Поскольку на величину 
Rf влияют качество и активность сорбента, его 
влажность, толщина слоя, природа растворителей, 
постановка эксперимента, в частности способ 
нанесения пробы и метод детектирования, не ис-
ключено, что полученная нами фракция с Rf = 0,16 
соответствует циклическому липопептиду сур-
фактину. Наличие двух дополнительных фракций 
в исследуемом образце может быть обусловлено 
присутствием нескольких изоформ выделенного 
липопептида, либо следствием его недостаточной 
очистки от других компонентов, отличных по 
строению от сурфактинов (рис. 2).
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Для уточнения природы соединений, ко-
торые удалось обнаружить с помощью ТСХ 
в лиофильно высушенных метанольных экс-
трактах, полученных из культуральной жид-
кости B. velezensis HR13, нами была проведена 
ИК-спектроскопия. Полученный ИК-спектр 
выявил наличие полос поглощения, характер-
ных для пептидов при 3305 см-1 (валентные 
колебания связи N–H), при 1643 см-1 (амид I) и
при 1548 см-1 (амид II) (рис. 3). Присутствие 
валентных колебаний связи С=О при 1727 см-1, 
вероятно, обусловлено дикарбоновыми амино-
кислотами (аспарагиновой и/или глютаминовой 
кислотами) в составе сурфактинов. Полосы 
поглощения при 2956–2924 и 2869 см-1 (валент-
ные колебания связи С–H), а также при 1463 и 
1377 см-1 (деформационные колебания групп 
–СH3 и –СH2–) указывают на наличие алифатиче-
ских цепей, которые выступают как структурная 
основа липопептидов. Таким образом, данные 
ИК-спектроскопии подтвердили предположение 
о возможной липопептидной структуре веществ, 
продуцируемых исследуемым штаммом в куль-
туральную жидкость.

Полученные результаты свидетельствуют 
о том, что исследуемый штамм B. velezensis 
HR13 продуцирует соединения липопептидной 
природы. 

Rf

0,47

0,32

0,16

Рис. 2. Результаты ТСХ экстракта из куль-
туральной жидкости бактерий B. velezen-
sis HR13 (1) и вытяжки из чистой среды 

Ленди (2)
Fig. 2. Results of TLC extract from the culture 
fl uid of bacteria B. velezensis HR13 (1) and 
extracts from the pure medium of Lendi (2)

Рис. 3. ИК-фурье-спектр экстракта, полученного из культуральной жидкости бактерий 
B. velezensis HR13

Fig. 3. The IR-Fourier spectrum of the extract obtained from the culture fl uid of bacteria 
B. velezensis HR13
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Заключение
Результаты исследований впервые пока-

зали, что штамм B. velezensis HR13 оказывает 
выраженное антагонистическое действие в от-
ношении ряда возбудителей инфекций растений: 
Absidia corymbifera, Aspergillus fl avus, A. niger, 
A. tubingensis, Fusarium oxysporum, F. equiseti, 
Phoma fungicola, Rhizopus sp. 

Штамм B. velezensis HR13 не проявляет ан-
тагонизма по отношению к грамотрицательным 
бактериям и не влияет на рост гриба возбудителя 
фузариоза F. tricinctum, который поражает раз-
личные сельскохозяйственные культуры.

С использованием тонкослойной хромато-
графии и фурье-ИК-спектроскопии был фрак-
ционирован и охарактеризован образец ци-
клического липопептида бактерий B. velezensis 
HR13, структура которого в настоящее время 
проходит стадию изучения. Перспективным 
вектором использования подобного липопеп-
тида может служить разработка на его основе 
антимикробных препаратов широкого спектра 
внедрения.
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