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Цель работы состояла в оценке влияния различных форм хитина и хитозана при глубинном культивировании 
штаммов Bacillus subtilis, составляющих основу лабораторного образца Витаплан, КЖ, на синтез хитиназы, а 
также на антагонистическую активность и индуцирующий эффект штаммов B. subtilis на примере патосистем: 
пшеница - Cochliobolus sativus и Puccinia recondita f. sp. tritici. Включение в среду для глубинного культивирования 
бактерий хитина в форме сухого порошка или хитина и хитозана в виде коллоидной суспензии показало, что 
только коллоидный хитин повышал антагонистическую активность штаммов B. subtilis в отношении тест-
культур – Alternaria solani, Clavibacter michiganensis. Экспериментально обнаружена способность штаммов B. 
subtilis синтезировать внеклеточную хитиназу, при культивировании в среде, содержащий коллоидный хитин. 
Выявлен более высокий фунгистатический эффект лабораторного образца Витаплан КЖ + коллоидный хитин 
по отношению к Cohliobolus sativus по сравнению с исходным образцом. Показано, что лабораторный образец 
Витаплан, КЖ+ коллоидный хитин в 1.5–2.0 раза эффективнее повышает устойчивость пшеницы к темно-бурой 
пятнистости и бурой ржавчине, чем Витаплан,КЖ. В результате проведенных исследований получен лабораторный 
образец Витаплан, КЖ + коллоидный хитин с повышенной антагонистической и индуцирующей активностью по 
сравнению с исходной формой- Витаплан, КЖ. 

Ключевые слова: лабораторный образец Витаплан, антибактериальная активность, фунгистатический эффект, 
коллоидный хитин, Cochliobolus sativus, индуцированная устойчивость

Поступила в  редакцию: 23.04.2020  Принята к печати: 29.11.2020 

Разработка новых экологизированных технологий за-
щиты сельскохозяйственных культур от вредных организ-
мов – одно из самих перспективных направлений совре-
менной сельскохозяйственной науки. Исследователи всего 
мира уделяют все больше внимания этому направлению, 
создавая методы защиты растений, которые альтерна-
тивны химическим и безопасны для окружающей среды, 
нетоксичны для людей и животных (Максимов др.,2011, 
Zalila-Kolsi et al., 2016). Этим требованиям отвечают ми-
кробиологические препараты, являющиеся основным 
элементом современных технологий фитосанитарной оп-
тимизации агроценозов. Принцип действия таких биопре-
паратов отличается от классических химических средств 
защиты растений и основан на регуляции численности 
фитопатогенов.

В нашей стране широко известен биопрепарат Вита-
план, КЖ созданный в ВИЗР на основе высокоактивных 
штаммов Bacillus subtilis (ВКМ В-2604D и ВКМ В-2605D) 
с широким спектром активности, который используется 
для защиты сельскохозяйственных культур от грибных 
и бактериальных болезней (Новикова и др., 2011, 2013, 
2017). Защитное действие препаратов на основе B. subtilis 
обусловлено комплексом взаимодействий, например, ан-
тибиозом, лизисом клеток патогенных грибов, запуском 
системной индуцированной устойчивости (СИУ) и си-
стемной приобретенной устойчивости (СПУ), а также 
конкуренцией с патогенной микрофлорой за пространство 
для колонизации и за питательные вещества (Максимов и 
др.,2015; Новикова и др., 2011; Wang et al., 2015; Cao Y et 
al., 2012).

Считается, что антагонизм бактерий рода Bacillus ко 
многим фитопатогенным грибам обусловлен, в первую 
очередь, синтезом соединений антибиотической природы 

(Сидорова и др., 2018; Wang et al., 2015, 2018). Доказано 
также, что в разрушении клеточной стенки мицелиальных 
грибов участвует комплекс гидролитических ферментов, 
продуцируемых антагонистами, в том числе хитинолити-
ческих (Актуганов и др., 2003, 2008; Широков и др., 2003). 
Хитинолитическая активность зачастую рассматривается 
как один из важнейших критериев, определяющий антаго-
нистические свойства бактерий, и как признак, коррелиру-
ющий с их миколитической активностью и способностью 
утилизировать биомассу грибов (Актуганов и др., 2007). 
Среди внеклеточных гидролаз, способных разрушать 
структурные полисахариды клеточной стенки и лизиро-
вать гифы грибов, наибольший интерес представляют хи-
тиназы (Широков, 2003; Журавлева и др., 2004). В боль-
шинстве случаев хитиназы являются индуцибельными 
ферментами, образующимися в присутствии специфиче-
ского субстрата.

В этой связи для усиления биологической активности 
лабораторного образца Витаплан, КЖ целесообразным 
представляется включение в среду для культивирования 
соединений, способствующих индукции хитиназ, в част-
ности, хитин и хитинсодержащие субстраты.

С другой стороны, известно, что хитин, хитозан и их 
олигомеры считаются мощными элиситорами иммуни-
тета растений (Yin et al.,2013; Deepmala et al.,2014). Эти 
природные полисахариды в последнее время активно ис-
пользуются для улучшения биологической активности 
биопрепаратов, так как предполагается, что хитин и хи-
тозан могут индуцировать (отдельно или в комбинации 
с бактериальными клетками) системную устойчивость к 
фитопатогенам. Это нашло подтверждение в ряде работ, 
в которых было установлено, что добавление хитоза-
на к микробам-антагонистам повышало эффективность 
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биоагентов в защите овощных культур и клубники от муч-
нистой росы (Abdel-Kader et al., 2012), а добавление хити-
на к штаммам Bacillus значительно сокращало увядание 
растений хлопка (Rajendran et al., 2008).

Цель работы состояла в оценке влияния различных 
форм хитина и хитозана при добавлении их в стандартную 

среду для глубинного культивирования штаммов B.subtilis, 
входящих в состав лабораторного образца Витаплан, КЖ, 
на синтез хитиназы, а также на антагонистическую и ин-
дуцирующую активность биопрепарата на примере пато-
систем пшеница Cochliobolus sativus и Puccinia recondita.

Материал и методы
В экспериментах использовали штаммы фитопа-

тогенных микроорганизмов (Alternaria solani Sorauer, 
Clavibacter michiganensis subsp.michiganensis (Smith) 
Davis et al (штамм101)), Cohliobolus sativus (S. Itod Kurib.) 
Drechler ex Dastur, Puccinia recondita Roberge ex Desmaz 
f. sp. tritici), а также штаммы микробов-антагонистов 
B. subtilis ВКМ В-2604D и B. subtilis ВКМ В- 2605D из 
«Государственной коллекции микроорганизмов, патоген-
ных для растений и их вредителей» Центра коллективного 
пользования научным оборудованием “Инновационные 
технологии защиты растений” ВИЗР. Возбудители тем-
но-бурой пятнистости (St-19) и бурой ржавчины (Lr-19), 
получены из растений пшеницы сорта Галина в Ленин-
градской области, находящиеся в рабочей коллекции ла-
боратории ВИЗР.

Лабораторный образец, названный нами, Витаплан, 
КЖ, представляет собой культуральную жидкость вы-
сокоактивных штаммов Bacillus subtilis (B.subtilis ВКМ 
В-2604D и B. subtilis ВКМ В-2605D), полученных методом 
глубинного культивирования при соотношении 1:1 с ти-
тром жизнеспособных клеток B.subtilis 1010 КОЕ/мл. Для 
глубинного культивирования штаммов B.subtilis исполь-
зовали кукурузно-меласссовую среду оптимизированно-
го состава (кукурузный экстракт – 30г/л; меласса – 15г/л 
(рН=7.8). В состав культуральной жидкости входят споры 
штаммов-продуцентов, остатки питательной среды и ме-
таболиты, выделенные в среду микроорганизмами в про-
цессе ферментации.

Поскольку синтез хитиназ индуцируется только спец-
ифическими индукторами, такими как хитин и хитин-со-
держащие субстраты, то в стандартную среду для глубин-
ного культивирования включали хитин с молекулярной 
массой 100 кДа («Биопрогресс», РФ) в виде сухого порош-
ка и коллоидной суспензии. Получение коллоидного хити-
на проводили по методу Roberts and Selitrennikoff (1988). 
Хитозан с молекулярной массой 60 кДа и степенью деа-
цетилирования 85 % был получен методом окислительной 
деструкции (Muzzarelli, 1977) из хитозана с молекулярной 
массой 150 кДа («Биопрогресс», РФ). Коллоидный хито-
зан получали по модифицированному нами методу Ильи-
ной и Варламова (2004), путем осаждения растворенного 
в водном 2.5 % растворе молочной кислоты хитозана (ММ 
60 кДа) раствором гидроксида натрия (1.5 %) до доведения 
pH=8.

Для получения различных вариантов лабораторных об-
разцов в исходную кукурузно-мелассовую среду вносили 
испытуемые вещества в соответствующей концентрации. 
Затем колбы с питательной средой стерилизовали, остужа-
ли и засевали 5-ти суточной культурой штаммов B.subtilis. 
Время культивирования – 3-е суток на орбитальной качал-
ке (180 оборотов/мин) при Т = 27–28 °C. Варианты при 
культивировании штаммов в среде с добавлением хитина 
и других компонентов названы лабораторными образцами.

Варианты лабораторных образцов Витаплан, КЖ:
1. Контроль – лабораторный образец Витаплан, КЖ 

– культуральная жидкость двух штаммов B. subtilis ВКМ 
В-2604D и B. subtilis ВКМ В-2605D в соотношении 1:1 
(титр жизнеспособных клеток 1010 КОЕ/мл).

2. Лабораторный образец Витаплан, КЖ + хитин. 
Сухой хитин вводили в состав питательной среды при 
культивировании штаммов в концентрации 1.0 %.

3. Лабораторный образец Витаплан, КЖ + коллоид-
ный хитин. Коллоидный хитин вводили в состав питатель-
ной среды для культивирования штаммов в концентрации 
1.0 % (из расчета на сухой вес хитина).

4. Лабораторный образец Витаплан, КЖ + коллоид-
ный хитозан. Коллоидный хитозан вводили в состав пи-
тательной среды для культивирования штаммов в концен-
трации 1.0 % (из расчета на сухой вес хитозана).

Титр жизнеспособных клеток определяли стандарт-
ным методом серийных разведений с последующим высе-
вом на агаризованную среду СПА и подсчетом количества 
выросших колоний (КОЕ/мл). 

Для лабораторных опытов in vitro использовали следу-
ющие агаризованные питательные среды (Билай, 1982): 
синтетическая среда Чапека: NaNO3 – 2г, KH2PO4 – 1г, 
MgSO4 – 0.5г, KCl – 0.5г, FeSO4 – 0.01г, сахароза – 20г, 
агар-агар – 20г, вода – 1л (Биокомпас-С); сухой пита-
тельный агар (СПА) на основе гидролизата рыбной муки 
(НПО «Микроген»).

Оценку способности штаммов B. subtilis биопрепара-
та Витаплан к синтезу внеклеточных хитиназ проводили 
чашечным экспресс-методом (Rasul et al., 2015, Adhikari 
et al., 2017). Для выявления хитиназной активности ис-
пользовали агаризованную среду Чапека, куда добавляли 
коллоидный хитин (1.0 %). Активность хитиназы оцени-
вали по величине зон просветления вокруг лунок, куда 
при помощи стерильной пипетки вносили культуральную 
жидкость (0.2 мл) полученных образцов и выражали в ус-
ловных единицах в виде диаметра зон гидролиза непро-
зрачного субстрата (коллоидного хитина) в мм.

Оценку антибактериальной активности образцов по 
отношению к возбудителю бактериального рака томатов 
C. michiganensis (штамм 101) и антигрибной активности по 
отношению к возбудителю альтернариоза томата A. solani 
проводили методом бумажных дисков по диаметру зоны 
лизиса тест-культур фитопатогенов на агаризованной 
питательной среде (Билай, 1982). Для этого поверхность 
агаризованных сред в чашках Петри засевали сплошным 
газоном суспензией тест-культуры с титром 105 КОЕ/мл, 
а затем на поверхность агара помещали стерильные бу-
мажные фильтры диаметром 8 мм, на которые пипеткой 
наносили суспензию (0.1 мл) лабораторного образца с ти-
тром бактериальных клеток 1010 КОЕ/мл. Выращивание 
тест-культур проводили в термостате при 22–25 °C в тече-
ние 3–5 суток.
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Изучение прямого фунгистатического действия иссле-
дуемых образцов проводили in vitro методом агаровых 
блоков (Билай, 1982). В стерильные чашки Петри разли-
вали охлажденную до 40 °C агаризованную среду Чапе-
ка. После застывания на поверхность среды равномерно 
наносили суспензии испытуемых образцов (0.2 мл), а за-
тем помещали блоки 10 суточного микромицета C. sativus 
диаметром 6 мм. В качестве контроля служили чашки с 
агаризованной средой Чапека с блоками тест-культуры 
без испытуемых образцов. Чашки инкубировали в темноте 
при 25 °C. Диаметры колоний гриба измеряли на 3-е, 5-е, 
7-е сутки совместного культивирования, после чего оце-
нивали фунгистатическое действие испытуемых образцов 
по формуле Эббота:

П = Дк-Доп/ Дк х 100, 
где П – подавление роста гриба по сравнению  

с контролем, %;
Дк – диаметр колонии гриба в контроле, мм;
Доп – диаметр колонии гриба в опыте, мм.

Повторность опыта 3-х кратная.
Опыты по оценке индуцирующей активности образ-

цов проводили методом отделенных листьев (Михайлова, 
2012). Для оценки индуцирующей активности 7-дневные 
проростки пшеницы сорта Саратовская 29 опрыскивали 
исследуемыми растворами лабораторных образцов за 24 
ч до инокуляции патогеном. Для опрыскивания растений 
культуральную жидкость Витаплан, КЖ, и Витаплана, КЖ 

+ коллоидный хитин разводили дистиллированной водой 
в 10 раз (титр рабочего раствора составил 109 КОЕ/мл). В 
контрольных вариантах растения пшеницы обрабатывали 
водой и 0.1 % коллоидным хитином.

Заражение листьев пшеницы проводили суспензией 
спор (4000 спор/мл) гемибиотрофа C. sativus и суспензией 
пустул биотрофа P. recondita (4000 пустул/мл). Интенсив-
ность развития болезни листьев пшеницы оценивали при 
инокуляции C. sativus на 4-е сутки после заражения, а при 
инокуляции P. recondita на 7-е сутки после заражения по 
степени поражения площади листа. Все опыты проводили 
в 3-кратной повторности, полученные данные обрабаты-
вали с использованием методов описательной статистики 
(на основе стандартных ошибок средних ±SEM, 95 % до-
верительных интервалов и t-критерия Стьюдента).

Статическая обработка
Все опыты проводили в 3-кратной повторности, полу-

ченные данные обрабатывали с использованием методов 
описательной статистики (на основе стандартных ошибок 
средних ±SEM, 95 % доверительных интервалов и t-кри-
терия Стьюдента). В табл. 2 приведены средние арифме-
тические значения и их доверительные интервалы, рас-
считанные по стандартным ошибкам. Уровень различий 
между средними значениями в табл. 1 и 3 определяли по 
критерию наименьшей существенной разницы (НСР)  при 
р < 0.05).

Результаты
Включение хитина и хитозана в среду при глубинном 

культивировании штаммов B. subtilis не оказало влияния 
на концентрацию клеток бактерий; титр клеток штаммов 
во всех вариантах опыта был одинаковым (табл. 1). Анта-
гонистическая активность испытуемых образцов №1 и №3 

в отношении фитопатогенных организмов была на уровне 
контроля. Введение в среду при глубинном культивиро-
вании штаммов B. subtilis коллоидного хитина повышало 
антагонистическую активность образца №2 в отношении 
обеих тест-культур – A. solani, C. michiganensis (табл. 1).

Таблица1. Влияние коллоидного хитозана, сухого и коллоидного хитина при глубинном культивировании штаммов (B. 
subtilis ВКМ В-2604D) и (B. subtilis ВКМ В-2605D) в стандартной питательной среде на число клеток  

и его антагонистическую активность  
Table 1. Influence of colloidal chitosan, dry and colloidal chitin during submerged cultivation of strains (B. subtilis VKM 

B-2604D) and (B. subtilis VKM B-2605D) of laboratory sample Vitaplan, CL in a standard nutrient medium  
on the number of cells and its antagonistic activity 

Вариант опыта,  
лабораторные образцы

Титр штамма-продуцента,  
КОЕ/мл

*Диаметр зоны отсутствия роста, мм
A. solani, 5 сутки C. michiganensis 101, 2 сутки

Витаплан, КЖ. (контроль) 1010 40.3±0.2 31.9±0.2
1. Витаплан, КЖ + 1 % сухой хитин 1010 37.8±0.2 31.9±0.2
2. Витаплан, КЖ + 1 % коллоидный хитин 1010 43.6±0.2 34.8±0.1
3. Витаплан, КЖ + 1 % коллоидный хитозан 1010 36.0±0.15 31.6±0.1
НСР 0.05 1.1 0.9

* Д – среднее из трех значений
Таким образом, экспериментально показано, что ла-

бораторный образец Витаплан, КЖ + коллоидный хитин 
обладает повышенной антагонистической активностью по 
отношению к тест объектам – A. solani, C. michiganensis 
(штамм 101).

Сравнительная оценка способности штаммов-про-
дуцентов B. subtilis биопрепарата Витаплан к синтезу 
внеклеточных хитиназ показала, что штаммы B. subtilis 
ВКМ В-2604D и ВКМ В-2605D, составляющие основу 
лабораторных образцов Витаплан, КЖ, не обладают кон-
ститутивным синтезом внеклеточной хитиназы. Из всех 

вариантов опыта только при глубинном культивировании 
в среде, содержащей коллоидный хитин, была обнаруже-
на способность этих штаммов к синтезу индуцибильной 
хитиназы, активность которой на 8 сутки опыта составила 
34±0.5 мм (диаметр зоны просветления на агаризованной 
среде вследствие расщепления коллоидного хитина).

На данном этапе исследований нашей задачей был под-
бор для включения в состав оптимальной для глубинного 
культивирования бактерии B. subtilis среды, той формы 
полисахарида, которая позволит штамму-антагонисту син-
тезировать индуцибильную хитиназу и демонстрировать 



236 Краснобаева И.Л. и др./ Вестник защиты растений, 2020, 103(4), с. 233–240

повышенную антагонистическую активность по сравне-
нию с исходным образцом.

На основании этих критериев был отобран лаборатор-
ный образец Витаплан, КЖ+ коллоидный хитин, как наи-
более перспективный для изучения антигрибной активно-
сти по отношению к микромицету C. sativus и способности 
индуцировать устойчивость пшеницы к темно-бурой пят-
нистости и бурой ржавчине.

Высокая антигрибная активность лабораторных образ-
цов Витаплан, КЖ и Витаплан, КЖ + коллоидный хитин 
подтверждена и по отношению к микромицету C. sativus 
(табл.3). Так, на 7 сутки опыта образец Витаплан, КЖ 
подавлял рост мицелия C. sativus на 81.2 %; образец Ви-
таплан, КЖ + коллоидный хитин ингибировал рост этого 
микромицета на 88.1 % (табл. 2).

Таблица 2. Влияние различных лабораторных образцов Витаплана КЖ на линейный рост гриба Cochliobolus sativus  
Table 2. Influence of laboratory sample Vitaplan, CL formulation on the mycelial growth of Cochliobolus sativus

Вариант опыта,
лабораторный образец Титр, КОЕ/мл

Ингибирование линейного роста мицелия гриба C.sativus, %
5-сутки 7-сутки

*Д мм % ингибирования *Д мм % ингибирования
Контроль – 52.5± 0.5 – 80.0± 1.2 –
Витаплан, КЖ 1010 13.5±0.5 74.3 15.0±1.2 81.2
Витаплан, КЖ + коллоидный хитин 1 % 1010 8.0±0.2 84.9 9.5±1.0 88.1

* Д – среднее из трех значений.
Более высокий фунгистатический эффект лаборатор-

ного образца Витаплан КЖ + коллоидный хитин по срав-
нению с исходным, по всей видимости, является резуль-
татом совместного действия антибиотических веществ 
штаммов B. subtilis и способности индуцибельной хитина-
зы, лизировать клеточные стенки микромицета C. sativus. 
Полученные результаты согласуются с исследованиями 
Актуганова и др. (2007, 2008), которые продемонстриро-
вали способность миколитических ферментов штаммов 
Bacillus и именно хитиназы, лизировать клеточные стенки 
микромицета C. sativus.

Известно, что штаммы Bacillus spp. могут не только 
непосредственно подавлять жизнедеятельность вредных 
организмов антибиотическими веществами и гидролити-
ческими ферментами, но и влиять на их развитие опосре-
дованно через активацию защитных механизмов самого 
хозяина, т.е. развивать системную устойчивость (Макси-
мов и др. 2015; Wang et al. 2018).

Следующей задачей исследования была оценка влия-
ния коллоидного хитина, включенного в среду для куль-
тивирования бактерии B. subtilis, на индуцирующую ак-
тивность лабораторных образцов Витаплана, КЖ (табл. 3).

Таблица 3. Влияние различных лабораторных образцов Витаплана, КЖ на устойчивость пшеницы  
к темно-бурой пятнистости и бурой ржавчине, (метод отделенных листьев, сорт Саратовская 29)  

Table 3. Effect of spraying Vitaplan, CL formulation on wheat resistance to Puccinia recondita and Cochliobolus sativus

Вариант опыта,  
лабораторный образец

Титр штаммов продуцентов,  
КОЕ/мл

Поражение листьев, %
Темно-бурая пятнистость,  

НСР0.05=4.5
Бурая ржавчина,  

НСР0.05=9.0
Контроль (вода) 65 90
Коллоидный хитин 0.1 % – 65 90
Витаплан, КЖ 109 50 80
Витаплан, КЖ+ коллоидный хитин 1 % 109 40 70

В контрольных растениях пшеницы, инфицированных 
C. sativus, площадь поражения листьев составила 65 %. 
Предварительная обработка растений пшеницы лабора-
торным образцом Витаплан, КЖ с последующим зараже-
нием возбудителем темно-бурой пятнистости C. sativus, 
снизила площадь поражения листьев на 15 % по отноше-
нию к контролю. Опрыскивание растений пшеницы лабо-
раторным образцом Витаплана, КЖ + коллоидный хитин 
сократило пораженность листьев на 25 % по отношению 
к контролю, что свидетельствует о более высокой инду-
цирующей активности этого образца по сравнению с ис-
ходным. В опыте с заражением пшеницы бурой ржавчи-
ной предобработка растений Витапланом, КЖ уменьшила 

пораженность листьев на 10 % по отношению к контролю, 
в то время как лабораторный образец Витаплан, КЖ + кол-
лоидный хитин, показал более высокий индуцирующий 
эффект, снизив площадь поражения листьев на 20 %.

Коллоидный хитин (0.1 %) не повлиял на интенсив-
ность развития болезней. Хитин – нейтрально заряжен-
ный линейный полимер, цепь которого состоит из N-аце-
тил гликопиранозных звеньев. Хитин не растворим в воде 
и коллоидная суспензия полимера имеет низкую биологи-
ческую активность, так как для ее проявления необходимо 
определенное соотношение ацетильных и аминных групп 
в молекуле (Тютерев, 2014).

Обсуждение
В плане обсуждения механизмов, лежащих в основе 

взаимоотношений в патосистемах пшеница – C. sativus 
и P. recondita, можно говорить, как о прямом биоцидном 
воздействии бактерий рода Bacillus на микромицеты, так 
и об их способности усиливать системную устойчивость 

растений. Прямое биоцидное действие B. subtilis связы-
вают с синтезом ими различных метаболитов с антибио-
тической активностью – антибиотиков, биосурфактантов, 
сидерофоров и др. (Cao et al.2012; Rezuanul et al.2012; 
Wang et al., 2015). В некоторых случаях снижение болезни 
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связано главным образом с антибиозом, как например, со-
гласно исследованиям Romero et al (2007) итурин и фен-
гицин играют основную роль в антагонизме B. subtilis по 
отношению к грибу Podosphaera fusca, вызывающего муч-
нистую росу тыквенных.

Согласно исследованиям Шенина и др., (1995) и Нови-
ковой и др. (2011) высокая биологическая эффективность 
биопрепаратов обусловлена синтезом штаммами B. subtilis 
метаболитного комплекса сложного состава, включающе-
го пептидные и полиеновые антибиотики. Следовательно, 
экспериментально установленная высокая фунгистати-
ческая активность образца Витаплан, КЖ по отношению 
к C. sativus (81.2 %) (табл.2), по-видимому, определяется 
синтезом штаммами B. subtilis антибиотических веществ, 
подавляющих или замедляющих рост фитопатогена. По-
вышенная фунгистатическая активность образца Вита-
план, КЖ + коллоидный хитин по отношению к C. sativus 
(88.1 %), по всей видимости, является результатом со-
вместного действия метаболитного комплекса штаммов 
B. subtilis и хитиназы, синтезируемой ими (табл. 2).

Помимо прямого антагонистического действия на 
клетки возбудителя, бациллы способны повышать болез-
неустойчивость растений синтезируя соединения – элиси-
торы, благодаря которым происходит активация систем-
ной индуцированной устойчивости (СИУ) и системной 
приобретенной устойчивости (СПУ) (Ongena et al., 2007; 
Ahn et al., 2002). Элиситорами, запускающими защитный 
механизм растения, могут быть белки, липопептиды, по-
лисахариды и другие соединения, ассоциированные с кле-
точной стенкой бактерии B. subtilis (Van der Ent S et al., 
2009; Van Loon et al., 2007; De Vleesschauwer D., Höfte M., 
2009), а также антибиотики и биосурфактанты (Ongena et 
al., 2007, 2010; Falardeau et al., 2013). Бактериальные ме-
таболиты, обладающие свойствами индукторов устойчи-
вости, включают цепочку взаимосвязанных друг с другом 
защитных реакций, в том числе образование активных 
форм кислорода, фосфорилирование белков, запуск ба-
зовых механизмов фитоиммунитета, которые приводят к 
развитию системной устойчивости (Максимов и др., 2014, 
2015; Pieterse et al., 2014; Veselova et al. 2014). Так, Park et 
al., (2007) на примере пяти штаммов Bacillus показали, что 
снижение развития ризоктониоза у томатов происходит не 
из-за прямого антагонизма, а в результате активации генов 
устойчивости растения-хозяина.

Индуцирующая активность исходного образца Вита-
план, КЖ проявилась в понижении пораженности листьев 
пшеницы C. sativus и P. recondita на 15–10 % (соответ-
ственно) по отношению к контролю (табл. 3). Получен-
ные результаты согласуются с имеющимися в литературе 

данными. Так, по мнению Kriuchkova (2017) снижение 
развития болезни в результате опрыскивания листьев 
ячменя фильтратом культуральной жидкости штамма 
B. amyloliquefaciens перед инокуляцией C. sativus, обу-
словлено запуском индуцированной устойчивости. По 
данным Максимова и др. (2015), штамм B. subtilis 26Д 
индуцировал системную устойчивость растений пшени-
цы инфицированных гемибиотрофным грибом Septoria 
nodorum. В своей работе Jasem et al (2018) выявили не-
сколько бактериальных штаммов, в основном относящих-
ся к Bacillus spp., которые эффективно подавляли развитие 
офиоболеза при опрыскивании всходов пшеницы до ино-
куляции патогеном, причем индукция защитных реакций 
растений была основным механизмом подавления разви-
тия болезни.

По нашему мнению, обнаруженная у образца Вита-
план, КЖ + коллоидный хитин более высокая способность 
индуцировать устойчивость пшеницы к темно-бурой пят-
нистости и бурой ржавчине по сравнению с исходным, 
обусловлена хитоолигосахаридами, образующимися при 
гидролизе коллоидного хитина хитиназами бактерии (San-
Lang et al., 2006). Известно, что хитоолигосахариды явля-
ются эффективными элиситорами индуцированной устой-
чивости в растениях (Yin et al., 2013; Deepmala et al, 2014). 
В результате их взаимодействия с рецепторами происхо-
дит активация комплекса защитных реакций неспецифи-
ческого иммунитета растений. Механизм индуцирующего 
действия хитоолигосахаридов включает активацию генов 
защитных белков, в том числе растительной хитиназы 
(Kavitha et al., 2012), усиление генерации активных форм 
кислорода, прежде всего Н2О2, которая, в свою очередь, 
может также выполнять сигнальную функцию, активи-
руя гены белков через редокс-контроль транскрипцион-
ных факторов или с помощью взаимодействия с другими 
сигнальными компонентами (Torres, 2010; Sewelam et al., 
2013).

Полученные нами данные согласуются с работами, 
утверждающими, что добавление хитина при культиви-
ровании штаммов Bacillus позволяет увеличить их эффек-
тивность; например, в защите хлопка от ризоктониозного 
увядания (Rajendran, 2008), гороха от фузариозного увя-
дания, а арахиса от микромицета A. niger (Manjula, Podile, 
2001).

Таким образом, в результате проведенных исследо-
ваний получен лабораторный образец Витаплан, КЖ + 
коллоидный хитин с повышенной биоцидной и индуци-
рующей активностью по сравнению с исходной формой 
Витаплан, КЖ.
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THE EFFECT OF CHITIN ON THE BIOLOGICAL ACTIVITY OF BACILLUS SUBTILIS STRAINS
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The aim of the work was to assess the effect of various forms of chitin and chitosan during submerged cultivation of 
Bacillus subtilis strains, which form the basis of the laboratory sample Vitaplan, CL, on the synthesis of chitinase, as well 
as on the antagonistic activity and inducing effect of B. subtilis strains in the pathosystems of wheat - Cochliobolus sativus 
and Puccinia recondita f. sp. tritici. The inclusion of chitin in the form of dry powder or chitin and chitosan in the form 
of a colloidal suspension into the medium for deep cultivation of bacteria showed that only colloidal chitin increased the 
antagonistic activity of B. subtilis strains against test cultures of Alternaria solani and Clavibacter michiganensis. The 
ability of B. subtilis strains to synthesize extracellular chitinase when cultivated in a medium containing colloidal chitin 
was established. A higher fungistatic effect of the laboratory sample Vitaplan CL + colloidal chitin against Cohliobolus 
sativus was revealed as compared to the original sample. It was shown that the laboratory sample Vitaplan, CL + colloidal 
chitin increases the resistance of wheat to dark brown spot and brown rust 1.5–2.0 times more effectively as compared 
to Vitaplan, CL. As a result of the research, a laboratory sample of Vitaplan, CL + colloidal chitin was obtained with 
increased antagonistic and inducing activity as compared to Vitaplan, CL.

Keywords: biological control, Vitaplan, fungistatic activity, antagonistic effect, chitosan, chitin, induced resistance, 
Triticum aestivum, Cochliobolus sativus, Puccinia recondita
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