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Аннотация. В последние годы сельское хозяйство столкнулось с проблемой поиска пер-
спективных препаратов, эффективных в борьбе с болезнями растений, альтернативных 
синтетическим пестицидам, которые могут оказывать негативное воздействие как на жи-
вые организмы, так и на окружающую среду в целом. Для решения этой проблемы изуча-
ется возможность использования биологических методов защиты сельскохозяйственных 
культур. В частности, особое внимание уделяется поиску новых штаммов бактерий – 
естественных антагонистов патогенных микроорганизмов, которые можно было бы ис-
пользовать вместо синтетических химикатов. Целью настоящего исследования являлась 
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оценка способности бактерий Bacillus velezensis HR13 к продукции вторичных метаболитов, обладающих антагонистическими и рост-
стимулирующими свойствами. Проведена характеристика циклических липопептидов, выявленных в культуральной жидкости бакте-
рий, методом времяпролетной масс-спектрометрии с матрично-активированной лазерной десорбцией/ионизацией (MALDI-ToF MS). 
Показано положительное влияние бактерий B. velezensis HR13 на морфометрические показатели проростков растений при инокуляции 
исследуемым штаммом в концентрации 106–107 м. к./мл. Определена способность бактерий B. velezensis HR13 к использованию в каче-
стве единственного источника углерода представителей таких групп действующих веществ синтетических фунгицидов, как триазолы и 
фенилпирролы в различных концентрациях. 
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Abstract. In recent years, agriculture has faced the problem of fi nding promising drugs that are eff ective in combating plant diseases, alterna-
tives to synthetic pesticides that can have a negative impact on both living organisms and the environment as a whole. To solve this problem, the 
possibility of using biological methods of protecting agricultural crops is being studied. In particular, special attention is paid to the search for 
new strains of bacteria – natural antagonists of pathogenic microorganisms that could be used instead of synthetic chemicals. The aim of this 
study was to assess the ability of Bacillus velezensis HR13 bacteria to produce secondary metabolites with antagonistic and growth-stimulating 
properties. The cyclic lipopeptides identifi ed in the bacterial culture fl uid were characterized using matrix-assisted laser desorption/ionization 
time-of-fl ight mass spectrometry (MALDI-ToF MS). The positive eff ect of B. velezensis HR13 bacteria on the morphometric parameters of plant 
seedlings was shown when inoculated with the studied strain at a concentration of 106 – 107 m.c./ml. The ability of B. velezensis HR13 bacteria 
to use representatives of such groups of active substances of synthetic fungicides as triazoles and phenylpyrroles in various concentrations as 
the sole carbon source was determined.
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Введение

Поиск бактерий, которые способны к про-
дукции антимикробных веществ, стимуляции 
роста и развития растений, биоремедиации 
окружающей среды от различного рода ксе-

нобиотиков, является одним из перспектив-
ных направлений фармакологии и сельского 
хозяйства. Наиболее многообещающими в 
этом плане выступают новые штаммы бакте-
рий рода Bacillus, продуцирующие широкий 
спектр биологически активных веществ и 
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проявляющие антагонистические свойства в 
отношении патогенных бактерий и грибов, 
а также стимулирующие ростовые процессы 
в растениях и осуществляющие деградацию 
поллютантов. Представители бактерий рода 
Bacillus являются удобными объектами иссле-
дований, поскольку широко распространены в 
природе, легко культивируются на различных 
питательных субстратах, устойчивы к не-
благоприятным условиям среды, в том числе 
благодаря спорообразованию, и характери-
зуются разнообразными метаболическими 
путями [1, 2]. 

В связи с повсеместным использованием 
синтетических пестицидов и риском накопле-
ния их остатков в почве и обработанных пище-
вых продуктах, исследователи заинтересованы 
в поиске и характеристике вторичных метабо-
литов бактерий рода Bacillus, антагонистически 
активных в отношении различных возбудителей 
болезней растений. 

Bacillus velezensis (Ruiz-Garcia, 2005) – вид, 
который впервые был получен из реки Велез 
(Малага, Испания) [3]. Изолированные пред-
ставители вида являются непатогенными для 
человека и животных и способны вступать 
во взаимовыгодные отношения с растениями. 
B. velezensis продуцирует липопептиды, фун-
гицидные антибиотики и аминогликозиды, 
которые находят применение в различных 
отраслях агропромышленности и медицины 
[4]. Также представители этого вида известны 
своими богатыми ферментными системами, 
которые позволяют микроорганизмам исполь-
зовать в качестве источников углерода большое 
количество различных соединений – от простых 
сахаров до углеводородов нефти и различных 
пестицидов [5].

Основную фракцию антимикробных со-
единений бактерий B. velezensis составляют 
циклические липопептиды – нерибосомально 
синтезируемые пептиды, являющиеся мем-
бранотропными веществами и обладающими 
амфифильными  свойствами .  Основными 
представителями циклических липопептидов 
являются сурфактины, фенгицины и итурины. 
Бактерии B. velezensis также относятся к группе 
PGPR и обладают способностью стимулировать 
прорастание семян растений [6, 7]. 

Ранее нами было показано, что бактерии 
Bacillus velezensis HR13 проявляют антаго-

нистическую активность в отношении ряда 
тест-культур грамположительных бактерий и 
фитопатогенных грибов [8].

Целью настоящего исследования являлась 
оценка способности бактерий Bacillus velezensis 
HR13 к продукции вторичных метаболитов, 
обладающих антагонистическими и ростсти-
мулирующими свойствами.

Материал и методы

Исследования проводились в 2019–2022 гг. 
на кафедре микробиологии и физиологии рас-
тений Саратовского национального исследо-
вательского государственного университета 
имени Н. Г. Чернышевского, в лаборатории био-
химии Института биохимии и физиологии рас-
тений и микроорганизмов ФИЦ «Саратовский 
научный центр РАН», а также на базе отдела 
диагностики инфекционных болезней ФКУЗ 
РосНИПЧИ «Микроб» Роспотребнадзора.

Объектом исследований являлся штамм 
Bacillus velezensis HR13, выделенный с поверх-
ности листьев ястребинки могучей Hieracium ro-
bustum Fr. s. L., 1848 (рис. 1).

Получение веществ липопептидной при-
роды из культуральной жидкости штамма 
B. velezensis HR13 осуществляли метанольной 
экстракцией в соответствии с методикой, опи-
санной в работе [8].

Для получения циклических липопеп-
тидов бактерии культивировали в жидкой 
питательной среде Ленди (pH 7,0–7,4) следую-
щего состава, г/л: глюкоза – 30,0; глутаминовая 
кислота – 5,0; MgSO4×7H2O – 0,5; KCl – 0,5; 
KH2PO4 – 1,0;  MnSO4 – 0,005; дрожже -
вой экстракт – 1,0; CuSO4×5H2O – 0,00016, 
FeSO4×7H2O – 0,00015 на протяжении 48 ч 
при температуре 30 °С, после чего подвергали 
центрифугированию при 4400 об/мин в течение 
30 мин. 

К культуральной жидкости добавляли 
10% HCl до значений pH 2,0, помещали в хо-
лодильник на ночь и затем центрифугировали 
(4400 об/мин, 30 мин). К сформированным 
осадкам добавляли метанол, встряхивали до 
полной гомогенизации и выдерживали при 
комнатной температуре на протяжении 1,5 ч. 
Полученный  раствор  центрифугировали 
(4400 об/мин, 30 мин) и отбирали метанольный 
экстракт. Подобную процедуру обработки 
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культуральной жидкости повторяли трижды. 
Объединенные метанольные экстракты кон-
центрировали на ротационном испарителе. В 
качестве контроля была использована чистая 
среда Ленди без бактерий, из которой путём 
вышеуказанных операций также были извле-
чены метанольные экстракты. 

Полученные экстракты анализировали 
методами ТСХ, ИК-спектроскопии [7] и ме-
тодом времяпролетной масс-спектрометрии 
с матрично-активированной лазерной де-
сорбцией /ионизацией (MALDI-ToF MS). В 
лунку MSP-чипа вносили 1 мкл полученного 
метанольного экстракта. Сразу после вы-
сыхания нанесенной на чип капли экстракта 
сверху наносили 1 мкл матрицы. В лунку Н12 
MSP-чипа вносили 1 мкл калибровочного стан-
дарта для масс-спектрометрии, на который так-
же после высыхания наносили 1 мкл матрицы. 
После полного высыхания раствора матрицы 
проводили масс-спектрометрические иссле-
дования. В качестве матрицы брали α-циано-
4-гидроксикоричную кислоту. Для получе-
ния одиночного масс-спектра использовали 
40 импульсов лазера (частота 60 Гц), анали-
зируемый диапазон масса /заряд составлял 
2000–20000 Да. С каждой ячейки чипа снимали 
исходный спектр, представляющий собой сум-
му шести одиночных спектров (240 импульсов 
лазера).

Определение влияния исследуемого штамма 
на морфометрические показатели проростков 
растений проводили в соответствии со стандарт-
ной методикой [8]. В качестве тестового объекта 
использовали семена растения редьки посевной 
(Raphanus sativus L., 1753) сорта Розово-красный 
с белым кончиком и семена твердой пшеницы 
(Triticum durum Desf., 1798) сорта Николаша.

Для установления деструкционного потен-
циала исследуемого штамма были проведены 
опыты по использованию различных соеди-
нений синтетических пестицидов в качестве 
единственного источника углерода. 

Бактерии культивировали на минималь-
ной среде М9 (состав, г/л: Na2HPO4 – 6,0; 
KH2PO4 – 3,0; NaCl – 0,5; NH4Cl – 1,0, агар 20,0) 
с внесением разведений препаратов синтети-
ческих фунгицидов в количестве 1 мл на 20 мл 
среды. В качестве рабочих концентраций вы-
бранные фунгициды разводили по инструкции 
производителей и затем делали серийные раз-
ведения для определения минимальной концен-
трации, которую способен использовать иссле-
дуемый штамм (таблица). Исследуемый штамм 
засевали бактериологической петлей штрихом 
по всей поверхности среды на чашке Петри 
и инкубировали при 28° С в течение 24–36 ч. 
Результаты оценивали по наличию роста куль-
туры исследуемого штамма B. velezensis HR13 
на среде, содержащей фунгицид. 

Рис. 1. Микрофотография бактерий: а – B. velezensis HR13 (окраска по Граму, ×1500); б – колония 
B. velezensis HR13 на среде LB (×10) (цвет онлайн)

Fig. 1. Micrography of B. velezensis: a – bacteria HR13 (Gram stain, ×1500); b – B. velezensis HR13 colony 
on a LB medium (×10) (color online)

а /a б/b
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Эксперименты проводили в трех биологи-
ческих и трех аналитических повторностях. 
Результаты экспериментов подвергали статисти-
ческой обработке. Данные представлены в виде 
средних значений, доверительные интервалы 
определяли для 95%-го уровня значимости.

Результаты и их обс уждение

Поскольку для ранее изученных штаммов 
бактерий B. velezensis была продемонстри-
рована продукция сурфактинов, нами был 
выполнен поиск веществ липопептидной 
природы в культуральной жидкости штамма 
B. velezensis HR13.

Масс-спектрометрический анализ образца 
липопептидов, выделенных из культуральной 
жидкости бактерий B. velezensis HR13, про-
демонстрировал наличие мажорных пиков в 
диапазоне 600–1100 m/z (отношение массы к 
суммарному заряду). Сравнение полученных ре-
зультатов с литературными данными показало, 
что ионы в диапазоне от 600 до 1000 m/z могут 
быть отнесены к изоформам курстакина [9–11]. 

Так , молекулярные ионы при 893,2 и 
960,6 m/z были предварительно соотнесены 

с изоформами курстакина C9 [M + 2Na]+ и 
C11 [M + K + 2Na]+ соответственно. Также 
были обнаружены три типа ионов как [M+ H]+ 
при m/z 865,5, 879,5 и 893,5, различающиеся 
на 14 Да, что соответствовало изоформам 
курстакина C10, C11 и С12. Группа пиков от 
1000 до 1200 m/z может указывать на нали-
чие в образце изоформ сурфактина [12, 13]. 
В частности , ионы с m/z 1067,9 и 1082,5 
были отнесены к ионам [M+ 2Na]+ C14/C15 
и C15 изоформ сурфактина соответственно 
(рис. 2). 

Группа пиков в диапазоне масс 1400–
1600 m/z относится к изоформам фенгицина. 
Так, ионы m/z 1471,8, 1485,8 и 1499,8 пред-
положительно были определены как ионы 
[M + Na]+ С15, С16 и С17 фенгицина А. Мо-
лекулярный ион при m/z 1551,4 может быть 
связан с [M+ K]+ C16 гомологом фенгицина 
B [9, 12, 13].

Инокуляция семян редьки посевной клетка-
ми бактерий B. velezensis HR13 в концентрациях 
от 105 до 109 м.к./мл положительно влияла на 
развитие корневой системы тестового растения. 
Обработка семян редьки посевной исследуе-
мым штаммом в концентрациях 106–107 м.к./мл 

Рабочие концентрации исследуемых препаратов синтетических фунгицидов
Table. Working concentrations of the studied synthetic fungicide preparations

Фунгицид / 
Fungicide

Действующее вещество / 
Active substance Рабочие концентрации / Working concentrations

«Максим» / 
“Maksim” Флудиоксонил / Fludioxonil 0,2 мл/мл / ml/ml 0,02 мл/мл/ ml/ml 0,002 мл/мл/ ml/ml

«Топаз» / 
“Topaz” Пенконазол / Penconazole 0,2 мл/мл/ ml/ml 0,02 мл/мл/ ml/ml 0,002 мл/мл/ ml/ml

«Хорус» / 
“Horus” Ципродинил / Ciprodinil 0,033 г/мл/ g/ml 0,0033 г/мл/ g/ml 0,00033 г/мл/ g/ml

«Ширма» / 
“Shirma” Флуазинам / Fluazines 0,4 мл/мл/ ml/ml 0,04 мл/мл/ ml/ml 0,004 мл/мл/ ml/ml

«Ревус» / 
“Revus”

Мандипропамид / 
Mandipropamide 0,1 мл/мл/ ml/ml 0,01 мл/мл/ ml/ml 0,001 мл/мл/ ml/ml

«Раёк» / 
“Rayok”

Дифеноконазол / 
Difenoconazole 0,08 мл/мл/ ml/ml 0,008 мл/мл/ ml/ml 0,0008 мл/мл/ ml/ml

«Пропи Плюс» / 
“Propi plus”

Пропиконазол / 
Propiconazole 0,1 мл/мл/ ml/ml 0,01 мл/мл/ ml/ml 0,001 мл/мл/ ml/ml

«Медея» / 
“Medeya»

Флутриафол + дифеноконазол / 
Flutriafol+ difenoconazole 0,9 мл/мл/ ml/ml 0,09 мл/мл/ ml/ml 0,009 мл/мл/ ml/ml

«Ордан» / 
“Ordan” Цимоксанил / Cimoxanil 0,5 г/мл/ g/ml 0,05 г/мл/ g/ml 0,005 г/мл/ g/ml
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стимулировала развитие стебля. Наибольший 
эффект оказывали бактерии в концентрации 
106 м.к./мл. Длина стебля редьки посевной, 
обработанной суспензией бактерий в этой 
концентрации, была больше необработанных 
в 1,5 раза, корней – в 3 раза. 

Обработка семян растений твердой пше-
ницы суспензией бактерий B. velezensis HR13 
в концентрациях от 106 до 109 м.к./мл также 
оказывала положительный эффект на раз-
витие корневой системы тестового растения. 
Обработка семян исследуемой культурой в 
концентрациях 106–107 м.к./мл стимулирова-
ла развитие стебля. Максимальный эффект 
наблюдался при концентрации 107 м.к./мл, 
длина стебля твердой пшеницы в эксперименте 
превышала контрольные значения в 1,5 раза, 
корней – в 1,3 раза (рис. 3).

Исходя из полученных данных можно сде-
лать вывод о положительном влиянии бактерий 
B. velezensis HR13 на ростовые показатели семян 
растений редьки посевной и твердой пшеницы. 
Исследуемые растения являются значимыми 
для сельского хозяйства, и стимуляция их ро-
стовых параметров может оказывать положи-
тельный эффект на урожайность. 

Для изучения деструкционного потенциа-
ла бактерий B. velezensis HR13 были использо-
ваны 9 препаратов синтетических фунгицидов 
с различными действующими веществами. 
Оценку способности к деградации фунгици-
дов проводили визуально по наличию или 
отсутствию роста исследуемого штамма на 
питательной среде М9 с добавлением препа-
ратов синтетических пестицидов в различных 
концентрациях (рис. 4). 

Штамм B. velezensis HR13 использовал в 
качестве источника углерода такие группы дей-
ствующих веществ синтетических фунгицидов, 
как триазолы, фенилпирролы и прочие вещества 
в различных концентрациях. 

Действующее вещество препарата «Ордан» 
(цимоксанил) исследуемый штамм использовал 
только в концентрации 0,005 г/мл. 

Поскольку исследуемый штамм B. velezen-
sis HR13 показал способность к использованию 
в качестве единственного источника углерода 
препараты синтетических фунгицидов, целе-
сообразно использовать данный штамм при 
проведении биоремедиационных мероприятий 
различных объектов окружающей среды, в 
первую очередь почвы.

Рис. 2. Масс-спектрометрический анализ образца липопептидов, полученных из культуральной жид-
кости бактерий B. velezensis HR13

Fig. 2. Mass spectrometric analysis of a sample of lipopeptides obtained from the culture liquid of B. velezensis 
HR13 bacteria 
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В ходе экстракции и характеристики пре-
парата циклического липопептида из куль-
туральной жидкости исследуемого штамма 
B. velezensis HR13 и сравнения с литературными 
данными было выяснено, что данный препа-
рат содержит в себе 4 изоформы липопептида 
курстакина (С9 – С12), разнообразные фракции 
сурфактина (С13 – С16), фенгицина А (С15 – 
С17) и, вероятно, гомолог фенгицина В. Обна-
руженные представители группы циклических 
липопептидов выделяются различными видами 

бактерий рода Bacillus и известны своими раз-
нообразными антимикробными свойствами.

В настоящее время ведутся активные ис-
следования бактерий рода Bacillus, которые 
относятся к группе стимулирующих рост и 
развитие растений ризобактерий (PGPR) и 
являются продуцентами широкого спектра 
поверхностно-активных веществ с анти-
микробными и противогрибковыми свойства-
ми. Вид B. velezensis был выделен сравни-
тельно недавно и, по имеющимся данным, 

Рис. 3. Влияние бактерий B. velezensis HR13 на морфометрические показатели проростков 
Raphanus sativus (а) и Triticum durum (б) (М±м, p < 0,05) (цвет онлайн)

Fig. 3. The effect of B. velezensis HR13 bacteria on the morphometric parameters of seedlings 
of Raphanus sativus (a) and Triticum durum (b) (М±м, p < 0,05) (color online)
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может быть перспективным для различных 
отраслей сельского хозяйства и биотехно-
логии.

Заключение

Исследования показали, что штамм B. vele-
zensis HR13 обладает перспективами для по-
тенциального применения в различных от-
раслях промышленности, включая сельское 
хозяйство и охрану окружающей среды. Этот 
штамм бактерий продуцирует несколько за-
служивающих внимания соединений, включая 
липопептиды, которые обладают различными 
полезными свойствами. Кроме того, бактерии 
B. velezensis обладают способностью разлагать 
синтетические пестициды, загрязняющие почву 
и воду, что делает их полезным агентом для вос-
становления загрязненных территорий.

Констатируя полученные нами данные, 
можно сделать вывод о положительном влия-
нии бактерий B. velezensis HR13 на ростовые 
показатели семян редьки посевной и твердой 
пшеницы. Исследуемые растения являются 
важными возделываемыми культурами, и 

Рис. 4. Наличие роста исследуемого штамма B. velezen-
sis HR13 на среде М9 с различными синтетическими 
фунгицидами, мл/мл: 1 – «Максим» 0,02; 2 – «Раёк» 
0,008; 3 – «Топаз» 0,002; 4 – «Топаз» 0,0002 (цвет 

онлайн)
Fig. 4. The presence of growth of the studied strain 
B. velezensis HR13 on M9 medium with various syn-
thetic fungicides, ml/ml: 1 – “Maxim” 0.02; 2 – “Raek” 
0.008; 3 – “Topaz” 0.002; 4 – “Topaz” 0.0002 (color 

online)
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стимуляция их ростовых параметров может 
значительно повышать урожайность. Анализ 
литературных данных показал, что бактерии 
вида B. velezensis способны стимулировать 
рост и развитие кипарисовика туполистного 
(Chamaecyparis obstusa Endl., 1847) и яблони 
хубейской (Malus hupehensis Rehd., 1934), а 
другие виды рода Bacillus проявляют сходный 
эффект в отношении различных растений, 
среди которых разные сорта риса, пшеницы, 
перец стручковый, томат и другие сельскохо-
зяйственные культуры [14–20]. 

Поскольку исследуемый штамм B. vele-
zensis HR13 оказался способен утилизировать 
в качестве единственного источника углерода 
препараты синтетических пестицидов, счита-
ется целесообразным использование данного 
штамма при проведении восстановительных 
мероприятий загрязненных почв и водоемов. 
Бактерии B. velezensis способны к деградации 
атразина, широко применяемого в растениевод-
стве токсичного гербицида из класса хлортри-
азинов [21–27].

Полученные данные открывают новые 
возможности для использования исследуемого 
штамма бактерий B. velezensis в сельском хо-
зяйстве и в целях охраны окружающей среды. 
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