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Интенсификация сельскохозяйственного
производства предполагает широкое примене�
ние пестицидов, что увеличивает опасность заг�
рязнения продуктов растениеводства. Развитие
биотехнологических способов защиты сельско�
хозяйственных растений от болезней связано с
разработкой новых биопрепаратов, не только
функционально эффективных, но и экологичес�
ки безопасных как для человека, так и для по�
чвенной микробиоты [1]. Бактерии рода
Pseudomonas относятся к числу наиболее перспек�
тивных агентов биологической защиты сельско�
хозяйственных растений от заболеваний. Среди
представителей этой группы микроорганизмов
встречаются не только антагонисты почвенных
фитопатогенов [2, 3, 4], многие штаммы
Pseudomonas активно способствуют улучшению
роста и развития растений [5, 6, 7, 8]. Являясь
типичными представителями ризосферы расте�
ний и обладая высокой скоростью роста, интро�
дуцированные псевдомонады успешно колони�
зируют ризосферу растения�хозяина [9, 10, 11] и
контролируют развитие фитопатогенов как за
счет конкуренции за экологическую пищу – ис�
точники углерода и энергии [12], так и продуци�
руя различные антифунгальные метаболиты
[13] или гидролитические ферменты, разруша�
ющие клеточные стенки грибов [14, 15].

При разработке технологии биопрепара�
тов важно подобрать питательные среды, обес�
печивающие не только максимальный выход
биомассы, но и снижение себестоимости гото�
вого продукта. Перспективным является ис�
пользование промышленных отходов. Одним из
таких отходов спиртового производства явля�
ется барда, содержащая белки, минеральные
соли, остатки полисахаридов. Традиционный и
наиболее простой путь использования барды –
скармливание животным в нативном виде –
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вследствие быстрого закисания является  за�
труднительным и экономически убыточным.
Использование жидкой фракции послеспирто�
вой барды как основы питательной среды при
выращивании Pseudomonas aureofaciens 2006
позволит удешевить технологию получения
биопрепарата для защиты растений от фито�
патогенных микроорганизмов.

Для совместного решения существующих
проблем нами предложен способ глубинного
выращивания бактерий Pseudomonas
aureofaciens на жидкой фракции послеспирто�
вой барды с последующей обработкой посевно�
го материала и почвы при выращивании куль�
турных растений.

В работе изучалось влияние хитина на уве�
личение выхода биомассы и сохранение жизне�
способности бактерий Pseudomonas aureofaciens
2006 при культивировании на жидкой фракции
послеспиртовой барды. Была проведена оцен�
ка фунгизащитных свойств культуральной
жидкости исследуемых бактерий в отношении
развития фитопатогенных грибов при выращи�
вании томата.

Материалы и методы
Объектами исследования служили чистые

культуры бактерии Pseudomonas aureofaciens
2006, селекционированной на кафедре биотех�
нологии Мордовского госуниверситета им. Н.П.
Огарева, и  фитопатогенных грибов Fusarium
culmorum и Botrytis cenerea, предоставленных
сотрудниками кафедры микологии и альголо�
гии Московского госуниверситета им. М.В. Ло�
моносова. Грибные культуры поддерживали на
среде Чапека � Докса, бактерии – на глюкозо�
пептонном агаре.

Ранее нами были оптимизированы условия
роста Pseudomonas aureofaciens 2006 на жидкой
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фракции послеспиртовой барды [18, 19].  Для
увеличения титра клеток глубинное культиви�
рование проводили на послеспиртовой барде с
добавлением коллоидного хитина в количестве
1% от объема среды при 150 об/мин и 28 °С в
течение 23 часов. Каждые 2 ч., начиная с 17 ч. куль�
тивирования, определяли сухую биомассу мето�
дом высушивания по стандартной методике.

Для определения микопаразитических
свойств бактериальной суспензии проводили
обработку семян и ростков томата в следующих
вариантах: 1 – семена, обработанные культу�
ральной жидкостью, содержащей живую куль�
туру бактерии Ps. aureofaciens 2006; 2 – замачи�
вание семян и вторичная обработка бактериаль�
ной суспензией  ростков томата; 3 – необрабо�
танные семена (контроль). После всхода семян
и формирования листьев осуществляли зара�
жение почвы путем внесения суспензии фито�
патогенных грибов Fusarium culmorum и Botrytis
cinerea, выращенных на картофельной среде при
28 0С в течение 2 сут. Активность бактерий в
отношении фитопатогенов оценивали по отсут�
ствию зоны роста грибов в почве и развитию
растений.

Все результаты получены не менее чем в
двух последовательных  опытах,  каждый из ко�
торых состоял из пяти повторностей. Результа�
ты обрабатывали статистически по общепри�
нятым в биологии методам [20]. Сравнение ва�
риантов опытов проводили при 5% уровне зна�
чимости по t�критерию Стьюдента. В таблице
представлены средние значения из всех опытов
с их стандартными ошибками.

Результаты и обсуждение
Известно, что многие виды бактерий рода

Pseudomonas за счет секреции хитиназ способ�
ны использовать хитин в качестве единствен�
ного источника углерода. Кроме того, продук�
ция хитиназ многими организмами является
важным защитным фактором против воздей�
ствия различных патогенов. Поэтому в качестве
дополнительного источника углерода и для ак�
тивации ферментного комплекса бактерий мы
использовали коллоидный хитин.

Было получено, что при культивировании
бактерий Ps. aureofaciens 2006 на жидкой фрак�
ции послеспиртовой барды без добавления хи�
тина (контроль) максимальное количество био�

массы образовывалось через 21 час роста и пре�
высило начальное значение в 5,9 раза (табл. 1).
Добавление коллоидного хитина в барду не толь�
ко увеличило выход бактериальной биомассы в
1,3 раза относительно контроля, но и позволило
уменьшить время культивирования до 20 часов.
При этом титр активных клеток составил 3,5 *
108  в 1 мл. Через 45 суток хранения при пони�
женной температуре культуральная жидкость
бактерий характеризовалась высоким содержа�
нием жизнеспособности клеток 108 КОЕ/мл.

Полученная бактериальная суспензия была
использована для дальнейшей обработки семян.
Замачивание семян в культуральной жидкости
бактерий не повлияло на скорость их прорас�
тания, но способствовало ускоренному всходу и
развитию ростков томата по сравнению с конт�
ролем. Ускоренный рост, согласно литератур�
ным данным, обусловлен выделением бактери�
ями Pseudomonas ростового фактора индолил�
3�уксусной кислоты (ИУК), которая стимули�
рует развитие корневой системы растений и
улучшает фосфорное питание [21].

После формирования растений все вари�
анты опыта были подвержены заражению фи�
топатогенами путем их внесения в грунт. При
наблюдении за ростом томатов было отмече�
но, что поверхность грунта контрольных, т.е.
не обработанных псевдомонадами ростков,
оказалась заражена, как и часть побегов, гри�
бами. Процент гибели контрольных ростков
томата при воздействии гриба F. culmorum со�
ставил 21%, а B. cinerea – 10%. В варианте с
вторичной обработкой суспензией Ps.
aureofaciens 2006 заражения фитопатогенны�
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Таблица 1. Динамика содержания биомассы
Pseudomonas aureofaciens 2006 при культивировании

на жидкой фракции послеспиртовой барды
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ми грибами опытных растений  отмечено не
было. В варианте, где обрабатывались только
семена томата, выявлен незначительный про�
цент заражения растений.  При повторной об�
работке пораженных фитопатогенами участ�
ков грунта и растений культуральной жидко�
стью бактерий удалось добиться уменьшения
площади заражения грибами и не было выяв�
лено новых погибших растений.

Следует отметить, что в исследуемых ус�
ловиях развитие B. cinerea по сравнению с
F. culmorum происходило менее интенсивно, что
может являться результатом более сильного
влияния антифунгальных веществ, продуци�
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руемых Ps. aureofaciens 2006, на данный фито�
патоген.

Наблюдение на предмет обнаружения за�
раженного грунта ни в одном из исследуемых
вариантов растений спустя 30 суток с момента
заражения грибами такового не выявило.

Таким образом, показано, что обработка се�
мян и ростков томата культуральной жидкостью
Ps. аureofaciens 2006 может значительно снизить
потери урожая от вредоносного действия фито�
патогенных грибов. Кроме того, орошение почв
культуральной жидкостью Ps. aureofaciens 2006
способствует ее оздоровлению за счет снижения
уровня развития фитопатогенов.
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