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Штамм Streptomyces sp. А4, выделенный с корней овса и продемонстрировавший сильные антифунгаль-
ные свойства, по морфолого-культуральным признакам был предварительно отнесен нами к виду
Streptomyces hygroscopicus. В задачи данного исследования входило уточнение филогенетического поло-
жения изолята А4 и оценка его биоконтрольного действия на зерновых культурах полевого севооборо-
та. На основе анализа фрагментов гена 16S рРНК установлено тесное (99%) сходство штамма А4 с де-
понированным в NCBI штаммом S. castelarensis BJ-608 NR_029114.1. Биопрепаратом, изготовленным
на основе живых клеток S. castelarensis A4, а также препаратом сравнения Псевдобактерин 2 (на основе
Pseudomonas aureofaciens BS 1393) проведена обработка вегетирующих растений в посевах пшеницы, яч-
меня и овса на двух фонах основной обработки почвы. Обработка посевов биопрепаратами в фазу ку-
щения привела, по сравнению с контролем без обработки, к достоверному (р < 0.05) снижению степени
поражения пшеницы листовой (на 15.2%) и стеблевой (на 1.8%) ржавчинами, септориозом (на 1.7%),
ячменя – листовой ржавчиной (на 19.1%) и септориозом (на 1.3%), овса – корневыми гнилями (на
17.4%), листовой (на 4.7%) и корончатой (на 17.4%) ржавчинами и красно-бурой пятнистостью (на
17.5%). По эффективности действия штамм Streptomyces castelarensis А4 сопоставим с коммерческим
препаратом Псевдобактерин 2. Максимальные прибавки урожая от применения S. castelarensis А4 по-
лучены при выращивании овса и составили 0.44 и 0.47 т/га по сравнению с контрольным вариантом без
обработки и обработкой посевов Псевдобактерином 2.
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ВВЕДЕНИЕ
Актиномицеты рода Streptomyces являются од-

ной из перспективных групп микроорганизмов,
представители которой способны не только сдер-
живать развитие и распространение фитопатоге-
нов, но и стимулировать рост растений, и их
устойчивость к болезням. Современная информа-
ционная база данных по метаболитам стрептоми-
цетов насчитывает более 10 000 биологически ак-
тивных соединений (Dewi et al., 2017; Martinez et al.,
2017). Стрептомицеты могут воздействовать на
фитопатогены непосредственно, продуцируя ан-
тибиотики (Tarkka, Hampp, 2008), сидерофоры
(Wang et al., 2014), гидролитические (Hoster et al.,
2005; Chater et al., 2010) или детоксицирующие
ферменты (Horlacher et al., 2013). При этом меха-

низм антифунгальной активности актиномицетов
часто обусловлен одновременным синтезом сразу
нескольких метаболитов, что препятствует фор-
мированию устойчивости в популяциях фитопа-
тогенов (Schrey, Tarkka, 2008). Повышению сопро-
тивляемости растений к болезням может также
способствовать обусловленная стрептомицетами
индуцированная (ISR) и/или приобретенная
(SAR) системная устойчивость (Kurth et al., 2014).
Кроме того, стрептомицеты могут противодей-
ствовать фитопатогенам косвенно, улучшая рост
растений-хозяев посредством синтеза фитогормо-
нов (Nimnoi et al., 2010; Merzaeva, Shirokikh, 2010)
или конкурируя с фитопатогенами за доступные
элементы питания и сайты колонизации (Law et al.,
2017; Rey, Dumas, 2017). В качестве агентов био-
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контроля актиномицеты отличает высокая коло-
низирующая способность, устойчивость спор к
УФ-излучению и высушиванию, временному от-
сутствию питательных веществ (Hamedi, Moham-
madipanah, 2015; Shrivastava, Kumar, 2018). Боль-
шое значение для разработки новых биопрепара-
тов имеет правильная идентификация штаммов
стрептомицетов, только фенотипических призна-
ков для этой цели явно недостаточно (Alam et al.,
2010; Chaves et al., 2018).

Ранее авторами из ризосферы овса Аргамак
была выделена культура стрептомицета А4, про-
явившая антифунгальное действие в лаборатор-
ных (Shirokikh, Merzaeva, 2008) и полевых (Shi-
rokikh et al., 2013, 2017) экспериментах. На основа-
нии изучения культуральных и морфологических
признаков штамм А4 с высокой антифунгальной
активностью был предварительно отнесен к виду
Streptomyces hygroscopicus.

В задачи данного исследования входило уточ-
нение филогенетического положения штамма А4
и оценка эффективности его биоконтрольного
действия при обработке посевов зерновых культур
в полевом севообороте.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Морфолого-культуральные признаки штамма

А4 изучали на минеральном агаре 1, органическом
агаре 11, глицерин-нитратной, овсяной и пептон-
дрожжевой средах в соответствии с ключом Gause
et al. (1983). Морфологические признаки иссле-
довали при помощи светового микроскопа Leica
DM 2500 (Carl Zeiss, Германия).

Филогенетическое положение штамма А4 опре-
деляли на основе анализа фрагментов 16S рРНК
в научно-производственной компании “Синтол”
(г. Москва). Первичный сравнительный анализ по-
лученных нуклеотидных последовательностей с
последовательностями из базы данных GenBank
проводили с помощью программы NCBI BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Парное вырав-
нивание последовательностей осуществляли с по-
мощью программы LALIGN (https://embnet.vital-
it.ch/software/LALIGN_form.html). Множественное
выравнивание осуществляли с помощью програм-
мы MAFFT (https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/).
Полученные данные обрабатывали методом бли-
жайших соседей (Neighbor-Joining). Статистиче-
ская достоверность кластеризации определялась с
поддержкой бутстреп-теста для интерпретации
филогенетических отношений между предполо-
жительно родственными последовательностями.

Бактериальную суспензию для обработки рас-
тений получали посевом чистой культуры штамма
А4 в 50 мл жидкой овсяной среды, с последующим
культивированием на качалке (120 об./мин) при
температуре 20 ± 2°С в течение 5–7 суток до полу-
чения суспензии с титром 106–107 КОЕ/мл. В ка-

честве препарата сравнения использовали Псев-
добактерин 2, изготовленный на основе штамма
Pseudomonas aureofaciens BS 1393.

Оценку влияния бактериальных штаммов на
заболеваемость растений проводили в полевом
стационарном опыте, заложенном в семипольном
севообороте на дерново-подзолистой среднесу-
глинистой почве. Культуры выращивали на двух
фонах основной обработки: вспашка на 20–22 см
и комбинированная плоскорезная обработка на
14–16 см. В годы проведения исследований (2014–
2017 гг.) в севообороте выращивали яровую мяг-
кую пшеницу (Triticum aestivum L.) сорта Свеча,
ячмень (Hordeum vulgare L.) сорта Лель и овес
(Avena sativa L.) сорта Сельма. Схема опыта: 1 – без
обработки препаратами (контроль); 2 – обработка
суспензией клеток штамма Streptomyces sp. А4; 3 –
обработка суспензией клеток продуцента препа-
рата Псевдобактерин 2. Площадь делянки 32 м2.
Между участками с обработкой разными препара-
тами имелись защитные полосы шириной 1 м. По-
вторность в опыте 4-кратная. Размещение вариан-
тов рандомизированное. Обработку растений сус-
пензиями клеток двух штаммов проводили в фазу
кущения из расчета 1.0 л/га, расход рабочей жид-
кости 300 л/га (1 л суспензии с титром 106–
107 КОЕ/мл доводили водой до объема 300 л).

Ответную реакцию на обработку препаратами
оценивали по урожайности растений и степени
поражения грибными болезнями. Для анализа от-
бирали по 50 растений (130–150 стеблей) с делянки
в фазу молочно-восковой спелости зерна. Степень
развития болезни устанавливали как итоговый
(средний) показатель пораженности растений, в
котором учтены число (%) больных растений и
степень (балл) поражения (Experience.., 1982).

Статистическую обработку данных проводили
стандартными методами с использованием про-
граммы Excel 7.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Исследуемая культура А4 на диагностических
средах формировала спиральные спороносцы с 2–
6 оборотами. Меланоидные пигменты на пептон-
дрожжевом агаре не образовывались. Субстрат-
ный мицелий на овсяном, глицерин-нитратном и
минеральном агаре 1 бесцветный до серовато-
желтого, растворимые пигменты отсутствовали.
Воздушный мицелий серый, на 13–18-е сутки ро-
ста лизировался и покрывал колонию актиноми-
цета черным влажным слоем. Согласно ключу
Gause et al. (1983), автолиз воздушного мицелия
характерен для восьми представителей серии
Cinereus Achromogenes, в том числе вида Streptomy-
ces hygroscopicus, с которым исследуемый штамм
А4 имел хорошее совпадение по культуральным и
морфологическим признакам.
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Таксономическая идентификация, основанная
на анализе фрагментов гена 16S рРНК подтверди-
ла, что штамм А4 является представителем рода
Streptomyces (Streptomycetaceae, Streptomycetales,
Actinobacteria). Поисковым сервисом Blast в каче-
стве наиболее близких (99% сходства) по последо-
вательности 16S рРНК к исследуемому штамму А4
было предложено 13 штаммов стрептомицетов, но
представителей вида S. hygroscopicus среди них не
было.

Генетические данные были сопоставлены с ра-
нее полученной информацией о фенотипических
признаках. Как наиболее соответствующая феноти-
пически, среди предложенных для стрептомицета
А4, была выбрана последовательность, принадлежа-
щая штамму S. castelarensis BJ-608 NR_029114.1. До-
стоверность кластеризации стрептомицета А4 с
S. castelarensis BJ-608 NR_029114.1 составила 97%
(рис. 1).

Следует отметить, что первоначально вид
S. castelarensis (Cercos) Kumar et Goodfellow носил
название S. rutgersensis subsp. сastelarense Cercos,
под которым и был упомянут в определителе Гаузе
как близкий по культурально-морфологическим
признакам к виду S. antimycoticus, но отличающий-
ся от него темно-серым воздушным мицелием на
минеральном агаре 1 и образованием камфомици-
на (Gause et al., 1983). Сам же вид S. rutgersensis
(Waksman et Curtis) Waksman et Henrici отнесен ав-

торами определителя к видам с неясным система-
тическим положением серии Cinereus Achromo-
genes. Согласно видовому диагнозу, приведенному
в работах (Cercos, 1954; Kumar, Goodfellow, 2008),
воздушный мицелий S. castelarensis становится
при созревании спор черным и влажным, что сов-
падает с нашими наблюдениями автолиза в куль-
туре стрептомицета А4 на овсяном и минеральном
агаре 1.

Таким образом, идентификация штамма А4,
основанная на анализе фрагментов 16S рРНК в
сочетании с фенотипическими признаками, сви-
детельствует о его принадлежности к виду S. caste-
larensis, а не к виду S. hygroscopicus, к которому
штамм А4 был предварительно отнесен по своим
культурально-морфологическим признакам.

Обработка посевов зерновых культур полевого
севооборота суспензией клеток штамма S. castela-
rensis A4 привела, по сравнению с контролем без
обработки, к снижению поражения растений ли-
стостебельными заболеваниями, а овса, кроме то-
го, и корневыми гнилями, как на фоне традици-
онной вспашки (табл. 1), так и на фоне миними-
зированной плоскорезной обработки почвы
(табл. 2). В 2014 г. обработка посевов пшеницы
привела к достоверному снижению заболеваемо-
сти растений листовой и стеблевой ржавчинами, в
2015 г. в посевах ячменя – листовой ржавчиной и
септориозом, в посевах овса – корневыми гниля-

Рис. 1. Филогенетическое древо, полученное на основании анализа последовательностей фрагмента гена 16S рРНК штам-
ма А4 и его ближайших родственников, найденных сервисом Blast. Дендрограмма построена на основании метода NJ с
помощью программы MAFFT. Масштаб соответствует восьми нуклеотидным заменам на 100 нуклеотидов. Цифрами по-
казана статистическая достоверность кластеризации, определенная с помощью бутстреп-анализа 1000 альтернативных
деревьев. Штамм Rhodococcus rhodochrous DSM 43274T приведен как референсный организм, не принадлежащий к роду
Streptomyces.
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ми (2016 и 2017 гг.), листовой ржавчиной (2016 г.),
корончатой ржавчиной и красно-бурой пятнисто-
стью (2017 г.). Биоконтрольный эффект исследуе-
мого штамма был сопоставим с эффектом от обра-
ботки посевов препаратом сравнения Псевдобак-
терин 2, а при поражении пшеницы листовой
ржавчиной, существенно превосходил его.

В литературе сообщалось о способности раз-
личных штаммов S. castelarensis синтезировать
сильные антифунгальные антибиотики. Так, штам-
мы S. castelarensis FIM 95-F1 и ATCC 15191 продуци-
руют соответственно скопафунгин (Fei et al., 2011)
и камфомицин (Kumar, Goodfellow, 2008), исполь-
зуемые в медицине и фармакологии. Обнаружить
в литературе сведения о подавлении фитопатоген-
ных грибов представителями вида S. castelarensis
нам не удалось. Соответственно, есть основание
полагать, что данная работа является первым со-
общением о биоконтрольном действии актиноми-
цета S. castelarensis в отношении фитопатогенных
грибов, вызывающих заболевания зерновых куль-
тур в полевых условиях. Сведения о противодей-

ствии стрептомицетов грибным заболеваниям
зерновых злаков в литературе фрагментарны. Так,
Streptomyces sp., продуцент летучих цианидов, по-
давлял развитие Fusarium oxysporum и Rhizoctonia
bataticola, вызывающих болезни сорго (Gopal-
akrishnan et al., 2011). Для защиты риса от грибов
Pyricularia oryzae и Rhizoctonia solani использовали
соответственно касугомицин (Law et al., 2017) и
коммерческий препарат Endorse® (Dernoeden,
2001) на основе стрептомицетов.

Антифунгальная активность стрептомицетов
обусловлена как синтезом соответствующих мета-
болитов, так и широкой продукцией хитиназ и
глюканаз. Такие препараты, как Actinovate®
(S. lydicus WYEC 108) и Mycostop® (S. griseoviridis
K61) предназначены для внесения в почву, Mi-
cro108® (S. lydicus WYEC108) – для обработки се-
мян (Owen et all., 2015). Ряд синтезируемых Strep-
tomyces spp. метаболитов, включая полиоксин Д,
стрептомицин и касугамицин, применяются для
обработки вегетирующих растений (Hamedi, Mo-
hammadipanah, 2015). Известно, что оздоравлива-

Таблица 1. Поражение грибными заболеваниями зерновых культур на фоне вспашки в зависимости от обработки
посевов биопрепаратами

Показатель
Варианты опыта

К А4 ПБ2

2014
Пшеница
Корневые гнили: поражение/развитие, % (НСР05 = Fф < Fт) 25.0/12.3 17.5/8.1 24.5/10
Поражение листовой ржавчиной, % (НСР05 = 2.6) 25.6 6.9 16.2
Поражение стеблевой ржавчиной, % (НСР05 = 0.6) 3.2 0.4 1.2
Поражение септориозом, % (НСР05 = 1.0) 3.2 0.1 0.7

2015
Ячмень
Корневые гнили: поражение/развитие, % (НСР05 = FФ < F0.5/НСР05 = FФ < F0.5) 25.0/14.0 22.0/15.0 24.0/14.3
Поражение листовой ржавчиной, % (НСР05 = 7.1) 49.0 24.5 35.0
Поражение стеблевой ржавчиной, % (НСР05 = FФ < F0.5) 2.0 2.0 2.0
Поражение септориозом, % (НСР05 = 1.2) 2.0 0.5 0.0

2016
Ячмень
Корневые гнили: поражение/развитие, % (НСР05 = FФ < F0.5/НСР05 = FФ < F0.5) 26.5/12.0 16.0/9.5 20.5/10.5
Овес
Корневые гнили: поражение/развитие, % (НСР05 = 3.9/НСР05 = 3.3) 28.0/15.0 4.0/3.0 5.0/4.0
Поражение листовой ржавчиной, % (НСР05 = 1.7) 10.5 3.5 2.0

2017
Овес
Корневые гнили: поражение/развитие, % (НСР05 = 9.1/НСР05 = 6.6) 25.0/16.0 20.0/13.1 17.0/10.9
Поражение корончатой ржавчиной, % (НСР05 = 6.4) 25.6 5.0 6.5
Поражение красно-бурой пятнистостью, % (НСР05 = 6.7) 51.6 41.9 49.2
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ющее действие на растения может оказывать раз-
вивающийся на их поверхности субстратный ми-
целий актиномицетов. Проникая через отверстия
устьиц и механические повреждения в ткани, ми-
целий снабжает растения метаболитами, которые
повышают их устойчивость к инфекциям (Mahadevan,
Crawford, 1997; Gromovykh et al., 2007; Shimizu,
2011).

Для создания биопрепаратов, представляющих
собой живую культуру, необходимо, чтобы она
выдерживала конкуренцию со стороны абориген-
ных микроорганизмов. Как уже отмечалось, для
штамма S. castelarensis А4, на поздних стадиях ро-
ста характерно увлажнение воздушного мицелия,
благодаря чему поверхность колоний становится
черной. Феномен гибели части воздушных гиф в
процессе спорообразования, так же как и гиф суб-
стратного мицелия перед формированием воз-
душного мицелия, описан в литературе первона-
чально как процесс автолиза (Wildermuth, 1970), а

затем – программируемой клеточной гибели
(ПКГ) (Manteca et al., 2006а). В дальнейшем сло-
жилось представление о ПКГ, как ключевом со-
бытии в онтогенезе стрептомицетов, кардинально
изменяющем ход метаболических процессов и
знаменующем переход от субстратного характера
роста к синтезу продуктов вторичного метаболиз-
ма (Manteca et al., 2006б). Неоднократно высказы-
валось мнение, что у стрептомицетов ПКГ имеет
важное экологическое значение, поскольку за
счет гибели части гиф создается пул питательных
веществ, чем обеспечивается существование по-
пуляции в условиях ограниченности ресурсов
(Prokofyeva-Belgovskaya, 1963; Miguélez et al.,
2000), например, в почве (Zvyagintsev, Zenova,
2001), и которое периодически возникает в фило-
сфере растений (Kalakutskiy, Sharaya, 1990).

Биоконтрольное действие S. castelarensis A4
среди испытанных зерновых культур в полевом
севообороте отчетливей всего проявилось в посе-

Таблица 2. Поражение грибными заболеваниями зерновых культур на фоне плоскорезной обработки почвы в зави-
симости от обработки посевов биопрепаратами

Показатель
Варианты опыта

К А4 ПБ2

2014
Пшеница
Корневые гнили: поражение/развитие, % (НСР05 = Fф < Fт) 22.5/9.6 25/11.3 14/6.4
Поражение листовой ржавчиной, % (НСР05 = 6.82) 32.0 9.6 17.8
Поражение стеблевой ржавчиной, % (НСР05 = 1.40) 2.5 0.3 0.1
Поражение септориозом, % (НСР05 = Fф < Fт) 4.2 0.8 1.0

2015
Ячмень
Корневые гнили: поражение/развитие, % (НСР05 = FФ < F0.5 / НСР05 = FФ < F0.5) 26.4/14.6 25.0/13.8 18.5/9.8
Поражение листовой ржавчиной, % (НСР05 = 7.1) 50.0 28.0 34.0
Поражение стеблевой ржавчиной, % (НСР05 = FФ < F0.5) 1.0 3.5 1.0
Поражение септориозом, % (НСР05 = 1.2) 1.5 2.0 0.5

2016
Ячмень
Корневые гнили: поражение/развитие, % (НСР05 = FФ < F0.5/НСР05 = FФ < F0.5) 15.5/8.5 13.5/9.0 16.0/10.0

2016
Овес
Корневые гнили: поражение/развитие, % (НСР05 = 3.9/НСР05 = 3.3) 32.0/18.0 17.0/11.5 12.0/8.5
Поражение листовой ржавчиной, % (НСР05 = 1.7) 11.5 3.0 4.0

2017
Овес
Корневые гнили: поражение/развитие, % (НСР05 = 9.1/НСР05 = 6.6) 42.0/26.7 20.5/12.65 17.0/11.2
Поражение корончатой ржавчиной, % (НСР05 = 6.4) 18.8 4.7 9.4
Поражение красно-бурой пятнистостью, % (НСР05 = 6.7) 59.4 34.2 39.4
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вах овса – культуры, с корней которой данный
штамм был изолирован. Соответственно, при
оценке влияния S. castelarensis A4 на урожайность
зерновых культур, достоверные прибавки от обра-
ботки биопрепаратом также отмечены в посевах
овса. Опрыскивание посевов в фазу кущения на
фоне вспашки увеличило урожайность овса на
0.44 и 0.47 т/га (НСР05 = 0.32) по сравнению с кон-
трольным вариантом без обработки и опрыскива-
нием посевов препаратом на основе Pseudomonas
aureofaciens BS 1393 (рис. 2а). На фоне плоскорез-
ной обработки почвы урожай зерна был незначи-
тельно ниже, чем на фоне вспашки (рис. 2б).

Способы основной обработки почвы не оказа-
ли достоверного влияния на распространение
грибных фитопатогенов в посевах зерновых куль-
тур. Положительный эффект от обработки посе-
вов яровой пшеницы, ячменя и овса суспензией
клеток штамма S. castelarensis А4 проявился вне за-
висимости от способа обработки почвы.
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Effect of Streptomyces castelarensis A4 on the Lesion 
by Phytopathogenic Micromycetes and the Yield of Grain Crops of Field Rotation

I. G. Shirokikha,#, A. V. Bakulinaa, Ya. I. Nazarovaa, A. A. Shirokikha, and L. M. Kozlovaa

a Federal Scientific Agricultural Center of the North-East named N.V. Rudnitsky, 610007 Kirov, Russia
#e-mail: irgenal@mail.ru

The strain of Streptomyces sp. A4 is isolated from oat roots (Avena sativa L.), in previous laboratory and field stud-
ies showed antifungal action. Based on the study of cultural and morphological features, the A4 strain was pre-
viously classified as Streptomyces hygroscopicus. In this paper, two problems were solved: clarification of the phy-
logenetic position of the antifungal active strain and evaluation of the effects of biocontrol action of Streptomyces
sp., in the grain link of the field crop rotation. Based on the analysis of 16 s rRNA gene fragments, a close (99%)
similarity of the A4 strain with the deposited strain in the NCBI-608 NR_029114 was established. On the basis
of living cells of S. castelarensis A4, a biological preparation was made in the laboratory, which was used to treat
the sowing of wheat (Triticum aestivum L.), barley (Hordeum vulgare L.) and oats on two backgrounds, the main
processing of the soil: moldboard plowing and non-inversive tillage. The comparison was carried out with a com-
mercial drug Pseudobacterin 2 (based on Pseudomonas aureofaciens BS 1393). Spraying of crops with bioprepa-
rations (1.0 l/ha, consumption of working f luid 300 l/ha) in the tillering phase led to a significant (p < 0.05) de-
crease compared to the control without treatment of the degree of damage to wheat leaf (15.2%) and stem (1.8%)
rust, Septoria (1.7%); barley – leaf rust (19.1%) and Septoria (1.3%), oats – root rot (17.4%), leaf (4.7%) and
crown (17.4%) rust and red-brown spotting (17.5%). According to the effectiveness of the local strain of a com-
mercial drug is comparable to Pseudobacterin 2. The maximum increase in yield from the use of S. castelarensis
A4 was obtained during the cultivation of oats and amounted to 0.44 and 0.47 t/ha (LSD 05 = 0.32) compared
with the control version without treatment and spraying of crops with Pseudobacterin 2.

Key words: actinomycetes, biological control, grain crops, leaf diseases, root rot
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