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ШТАММОВ Bacillus subtilis BZR 336g И Bacillus subtilis BZR 517  
МОДИФИЦИРОВАННЫМ МЕТОДОМ БИОАВТОГРАФИИ 

 

Т.М. СИДОРОВА, А.М. АСАТУРОВА, А.И. ХОМЯК, Н.С. ТОМАШЕВИЧ  
   

Способность Bacillus subtilis продуцировать разнообразные по структуре и свойствам 
биологически активные метаболиты в значительной степени обусловливает ее фунгицидный эф-
фект в отношении особо опасных фитопатогенных грибов. В настоящей работе из культуральной 
жидкости штаммов B. subtilis BZR 336g и BZR 517 впервые выделены антигрибные метаболиты, 
подавляющие развитие вредоносных фитопатогенных грибов, изучены свойства и химическая 
структура этих соединений с использованием оригинальных аналитических подходов. Целью 
работы было обнаружение, описание и количественная оценка антифунгальной активности мета-
болитов у двух штаммов Bacillus subtilis — перспективных продуцентов биофунгицидов. Используе-
мый нами методический подход включал очистку бактериальных метаболитов экстракцией этилаце-
татом, разделение методом тонкослойной хроматографии (ТСХ) на пластинах с силикагелем с УФ-
визуализацией (λ = 366 нм), применение детектирующих реактивов, спектроскопию и биоавто-
графию. Модификация метода биоавтографии заключалась в использовании фитопатогенные 
грибы — возбудители вредоносных заболеваний сельскохозяйственных культур Fusarium oxysporum 
var. orthoceras BZRP1 и Alternaria sp. BZRP8 в качестве тест-объектов. Эксперименты выявили 
способность исследуемых штаммов B. subtilis накапливать комплекс активных метаболитов, про-
являющих антигрибной эффект от фунгистатического до фунгицидного. Антигрибные соединения 
двух штаммов различались по подвижности при хроматографическом разделении и по характеру 
свечения в УФ-свете. Степень их воздействия на рост гриба также была различной. У штамма 
B. subtilis BZR 336g на хроматограмме обнаружены две наиболее выраженные зоны задержки роста 
F. oxysporum var. orthoceras BZRP1 с Rf 0,39 и 0,96. Значительное подавление роста Alternaria sp. 
BZRP8 также наблюдалось в двух зонах (Rf 0,42 и 0,96). Штамм B. subtilis BZR 517 синтезировал 
метаболиты, фунгитоксичные по отношению к F. oxysporum var. orthoceras BZRP1 (зоны с Rf 
0,42; 0,84; 0,92; 0,96) и к грибу Alternaria sp. BZRP8 (зоны с Rf 0,42 и 0,96). Известно, что, 
помимо прямого действия, сурфактины и фенгицины B. subtilis предотвращают адгезию конку-
рентных микробов на растении. При опрыскивании пластин дистиллированной водой мы выявили 
несмачиваемые (гидрофобные) зоны, соответствующие компонентам, которые могут способство-
вать усилению антагонистических свойств B. subtilis. Использование детектирующих реагентов 
позволило выявить ароматические амины, фенолы, фенольные стероиды, метилгидразины. Сла-
бое окрашивание исследованных метаболитов нингидрином, а также отсутствие характерного 
осадка при подкислении культуральной жидкости и добавлении сульфата аммония может свиде-
тельствовать о присутствии незначительных количеств аминокислот и пептидов. У метаболитов 
пики поглощения находились в области λ = 205-217 нм, что может служить косвенным доказа-
тельством присутствия полиеновых структур. Поскольку детектирующие реактивы указывали на 
наличие разнообразных фенольных производных, а по данным многих исследователей активные 
штаммы при взаимодействии с фитопатогеном продуцируют гидролитические ферменты, можно 
предположить, что механизм действия метаболитов у изученных штаммов заключается в гидро-
лизе фенольных соединений. В результате могут освобождаться активные группы фенолов, что 
способствует усилению антигрибной активности синтезируемых метаболитов за счет воздействия 
как на клеточные стенки, так и на другие структуры клетки фитопатогенного гриба.  
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литы, фунгитоксичность,тонкослойная хроматография, биоавтография, детектирующие реактивы, 
фенольные соединения, полиеновые структуры. 

 

Сенная палочка (Bacillus subtilis) продуцирует разнообразные анти-
микробные метаболиты: липопептиды, полипептиды, ферменты, непеп-
тидные соединения (1-3), что в значительной степени обусловливает ее 
фунгицидный эффект в отношении особо опасных фитопатогенных гри-
бов. Наиболее подробно изучены структура и механизм действия липопеп-
тидных фунгицидов, к которым относят активные пептиды из семейств 
итуринов, сурфактинов, фенгицинов (4, 5). Доказано, что синтез липопеп-
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тидов B. subtilis играет ключевую роль в подавлении фитопатогенов в при-
родных условиях, при этом продукция итуринов и фенгицинов определя-
ется присутствием фитопатогенов в окружающей среде. Высокая эффек-
тивность против мицелиальных грибов связана со способностью метабо-
литов B. subtilis влиять на мембраны посредством взаимодействия с эрго-
стеролом, при этом происходит образование пор с последующим выходом 
одновалентных катионов из клеток, которые в связи с этим лизируются (5, 
6). Для липопептидов из разных семейств специфические механизмы об-
разования пор различны (7). Как правило, штаммы бактерий с высоким 
содержанием липопептидных антибиотиков обладают более высокой анта-
гонистической активностью и широким спектром действия. 

С другой стороны, растительные полисахариды стимулируют обра-
зование сурфактина, продуцируемого в первые часы взаимодействия ба-
цилл с тканями корней (8, 9). Фунгицидную активность связывают также 
с наличием у бацилл поверхностно-активных веществ, которые представ-
ляют собой амфипатические молекулы с полярными и гидрофобными 
участками (10). Сурфактины относятся к наиболее эффективным биосур-
фактантам — поверхностно-активным веществам биологического проис-
хождения. Имея сходную с итуринами структуру и антагонистические свой-
ства, молекулы сурфактинов, в отличие от итуринов, содержат аминокисло-
ты с гидрофобными радикалами и β-гидроксилированной жирной кислотой 
(11). Помимо прямого действия, сурфактины и фенгицины B. subtilis 
предотвращают адгезию конкурентных микробов и могут индуцировать в 
растениях системную устойчивость к патогенам и неблагоприятным абио-
тическим факторам (12). Интересно, что липопептидные антибиотики мо-
гут восприниматься клетками растений как сигнал инициации защитных 
механизмов, то есть быть элиситорами (13). Показано, что сурфактины и 
фенгицины как элиситоры иммунного ответа растения-хозяина обеспечи-
вают значительную индукцию защитной реакции фасоли против возбуди-
теля серой гнили Botrytis cinerea (14). 

В настоящей работе у штаммов Bacillus subtilis BZR 336g и BZR 517 
впервые обнаружены метаболиты, подавляющие развитие вредоносных 
фитопатогенных грибов. С использованием оригинальных аналитических 
методов и подходов определены свойства и химическая структура выяв-
ленных соединений. Полученные результаты дают основание рассматри-
вать оба исследованных штамма в качестве потенциальных продуцентов 
биофунгицидов.   

Целью работы было выделение, изучение химической структуры и 
количественная оценка антифунгальной активности метаболитов, выделяе-
мых в культуральную жидкость, у двух перспективных штаммов B. subtilis. 

Методика. В работе использовали штаммы — продуценты опытных 
образцов биопрепаратов B. subtilis BZR 336g и BZR 517 (15-17), а также 
культуры фитопатогенных грибов Fusarium oxysporum var. orthoceras BZRP1 
(возбудитель корневой гнили зерновых и масличных культур) и Alternaria 
sp. BZRP8 (возбудитель альтернариоза плодовых культур) из коллекций 
Всероссийского НИИ биологической защиты растений (ВНИИБЗР).  

Жидкую культуру биофунгицида на основе бактериальных штам-
мов получали методом периодического культивирования в термостатиро-
ванных системах New Brunswick Scientific («Excella E25», США) в течение 
48 ч при 180 об/мин. Состав питательной среды и условия культивирова-
ния относятся к объектам коммерческой тайны ФГБНУ ВНИИБЗР (при-
каз ¹ 42-п от 28 ноября 2012 года). После завершения культивирования 
жидкую культуру B. subtilis центрифугировали 20 мин при 12000 g, надо-
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садочную жидкость экстрагировали в течение 1 ч тремя объемами этила-
цетата. Этилацетатный экстракт упаривали, сухой остаток растворяли в 
минимальном количестве этилацетата и анализировали методом восхо-
дящей тонкослойной хроматографии (TCХ) на пластинах 2020 см с мо-
дифицированным силикагелем Kieselgel 60 («Merck», Германия), толщина 
слоя 2 мм, система растворителей этилацетат:этанол:вода (40:15:15). По-
сле просмотра под УФ-светом при λ = 366 нм и удаления следов раство-
рителей ТСХ-пластины пропитывали картофельно-глюкозной питатель-
ной средой, затем — суспензией пропагул тестового гриба и помещали 
на 48-50 ч во влажную камеру при температуре 24 С для Alternaria sp. 
BZRP8 и 28 C — для F. oxysporum var. orthoceras BZRP1. О локализации 
активных компонентов судили по формированию зон отсутствия либо 
задержки роста гриба (18, 19). 

Для дальнейшего изучения активных компонентов культуральной 
жидкости необходимое количество этилацетатного экстракта разделяли с 
помощью ТСХ, как описано выше. Зоны, соответствующие активным ан-
тигрибным соединениям, счищали и элюировали этилацетатом. Для каче-
ственного анализа элюатов использовали специфические детектирующие 
реактивы (19). Спектры поглощения активных фракций метаболитов штам-
мов B. subtilis BZR 336g и BZR 517 определяли при  = 200-400 нм, ис-
пользуя спектрофотометр SmartSpec Plus («Bio-Rad», США). 

 Результаты. При просмотре ТСХ-пластин под УФ366 светом у 
обоих штаммов B. subtilis обнаружили значительный набор продуцируе-
мых метаболитов, которые различались по хроматографической подвиж-
ности и характеру свечения (рис., А). При этом наблюдаемые паттерны у 
штаммов разнились. 

 

 

Результаты тонкослойной хроматографии (А, свечение в УФ366-свете) и биоавтограммы (Б, 
слева с тест-культурой Fusarium oxysporum var. orthoceras BZRP1, справа — с Alternaria sp. 
BZRP8) этилацетатных экстрактов, выделенных из культуральных жидкостей штаммов Bacillus 
subtilis BZR 336g (1) и BZR 517 (2) — перспективных продуцентов биофунгицидов. Использованы 
пластины с модифицированным силикагелем Kieselgel 60 («Merck», Германия); после хромато-
графического разделения метаболитов силикагель пропитывали картофельно-глюкозной пита-
тельной средой, суспензией пропагул гриба и помещали на 48-50 ч во влажную камеру. 

 

Для выявления активных фракций метаболитов методом биоавто-
графии в качестве тест-объектов использовали фитопатогенные грибы 
F. oxysporum var. orthoceras BZRP1 и Alternaria sp. BZRP8, что позволило 
оценить антифунгальный эффект в отношении возбудителей корневых 
гнилей злаков и альтернариоза плодовых культур. Оба исследованных 
штамма синтезировали комплекс активных соединений с фунгистатиче-
скими и фунгицидными свойствами (табл.). При этом у штамма BZR 517 



 

181 

обнаружили четыре наиболее выраженных зоны полного подавления роста 
гриба F. oxysporum var. orthoceras BZRP1, тогда как у BZR 336g — только 
две. Характер роста гриба также отличался от обычного вследствие фунги-
статического эффекта метаболитных соединений (см. рис., Б). На биоав-
тограммах с грибом Alternaria sp. BZRP8 число зон метаболитов с фунги-
токсичным влиянием значительно сократилось: у обоих штаммов было 
выявлено по две наиболее четкие зоны ингибирования гриба (табл.). Од-
нако у BZR 517 проявление антигрибных свойств оказалось более выра-
жено, чем у BZR 366g (см. рис., Б). 

Подвижность, свечение в УФ366-свете и антифунгальные свойства компонентов 
этилацетатного экстракта культуральной жидкости, продуцируемых изученны-
ми штаммами Bacillus subtilis 

Штамм Rf зоны Характер свечения 
Антигрибная активность 

Fusarium oxysporum var. 
Orthoceras BZRP1 

Alternaria 
sp. BZRP8 

B. subtilis BZR 336g 0,32 Слабое  серое  – – 
0,39 Голубовато серое +++ – 
0,42 Голубовато-серое + ++ 
0,51 Серо-голубое – – 
0,57 Серое  – – 
0,73 Яркое белесое + – 
0,78 Яркое зеленоватое + – 
0,81 Синее  + – 
0,84 Светлое зеленоватое - – 
0,87 Темно-зеленое + – 
0,91 Яркое белесое + – 
0,94 Яркое белесое + + 
0,96 Темно-зеленое интенсивное +++ +++ 

B. subtilis BZR 517 0,32 Серое  – – 
0,39 Яркое светло-голубое + – 
0,42 Серое  +++ ++ 
0,48 Светло-голубое + – 
0,56 Светло-голубое + – 
0,67 Серое  + – 
0,75 Яркое светло-голубое + – 
0,84 Серое ++ – 
0,92 Светло-голубое +++ + 
0,96 Зеленовато-желтое +++ +++ 

П р и м е ч а н и е. Степень проявления активности: «+++» — фунгицидная активность, «++» — средняя 
фунгистатическая активность, «+» — слабая фунгистатическая активность; прочерки означают отсутствие 
подавления роста гриба. Разделение компонентов методом тонкослойной хроматографии с модифициро-
ванным силикагелем Kieselgel 60 («Merck», Германия). 

 

Опрыскивание пластины дистиллированной водой позволило вы-
явить компоненты с гидрофобными свойствами (проявлялись как белые 
пятна): у штамма BZR 517 — зону с Rf 0,84, у BZR 336g — две зоны с Rf 
0,75 и 0,84. По мнению многих авторов, наличие поверхностно-активных 
метаболитов может усиливать антагонистические свойства бактерии за 
счет влияния на их способность быстро распространяться по листовой 
поверхности и в ризосфере (8). 

С помощью детектирующих реагентов были обнаружены функцио-
нальные группы, которые могут способствовать появлению биологической 
активности метаболитов у исследованных штаммов. При опрыскивании 
свежеприготовленной смесью 0,1 М FeCl3 и 0,1 М феррицианида калия 
(1:1) одна зона метаболитов у штамма BZR 517 (с Rf 0,92) и три зоны — у 
BZR 336g (с Rf 0,42; 0,57 и 0,73) окрашивались в ярко-синий цвет, что 
свидетельствовало о наличии активных соединений ароматических ами-
нов, фенолов и фенольных стероидов. Темно-синее окрашивание зон рас-
твором Na2CO3 и реактивом Фолина у штаммов BZR 517 и BZR 336g, ве-
роятно, указывало на присутствие метилгидразинов и фенолкарбоновых 
кислот. С помощью 0,25 % раствора нингидрина выявили присутствие 
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свободных аминогрупп в одной зоне с Rf 0,73 у штамма BZR 336g (пятно 
желто-оранжевого цвета). Две зоны с Rf 0,42 и 0,73 у BZR 336g окрасились 
в темно-красный цвет 0,5 % раствором соли «прочная красная В», что мо-
жет свидетельствовать о наличии фенолов и оксибензофенонов (20). 

По результатам исследования можно сделать некоторые предполо-
жения относительно характера действия антигрибных метаболитов у штам-
мов B. subtilis BZR 336g и BZR 517. Поскольку детектирующие реактивы 
указывают на наличие разнообразных фенольных производных, а актив-
ные штаммы при взаимодействии с фитопатогеном продуцируют гидроли-
тические ферменты (21, 22), то одним из механизмов, посредством кото-
рого осуществляется подавление фитопатогенного микроорганизма, может 
быть гидролиз фенольных соединений. При этом освобождаются активные 
группы фенолов, что способствует усилению антигрибной активности 
синтезируемых метаболитов. Так как попытка осадить исследуемые мета-
болиты подкислением либо сульфатом аммония не увенчалась успехом, 
мы предполагаем, что большинство из них имеют непептидную структуру. 
Есть сведения, что некоторые штаммы B. subtilis образуют полиеновые ан-
тибиотики с конъюгированными двойными связями, способные ингиби-
ровать рост фитопатогенных грибов (23). Спектрофотометрическое иссле-
дование активных фракций метаболитов у штаммов B. subtilis BZR 336g и 
BZR 517 показало, что оба штамма продуцировали соединения с максиму-
мом поглощения при  = 205-217 нм, что служит косвенным доказатель-
ством наличия коротких полиеновых цепей в структуре изучаемых веществ. 
У длинных полиеновых цепей полосы поглощения попадают в видимую 
область, то есть соединение становится окрашенным (Rf 0,96) (24). 

Многими авторами показано, что усиленная продукция активных 
метаболитов способствует увеличению антагонистической активности 
штаммов B. subtilis, отобранных в качестве перспективных биофунгицид-
ных агентов. Выявлено, что при болезни хлопчатника, вызванной Rhi-
zoctonia solani, антигрибной эффект штамма B. subtilis NCD-2 в отношении 
патогена связан главным образом с липопептидами фенгицинового ряда 
(25). На листьях дыни ключевую роль в антагонизме четырех штаммов B. 
subtilis по отношению к возбудителю болезни Podophaera fusca играли ли-
попептиды семейств итуринов и фенгицинов (26). Фенгицины, синтезиру-
емые B. subtilis, имели основное значение в защите бобовых растений от 
Pythium ultimum (27, 28). Штамм B. subtilis CMB32 синтезирует липопепти-
ды, ответственные за антифунгальную активность против Colletotrichum 
gloeosporioides, вызывающего у растений антракноз (29). У изученных нами 
штаммов антигрибные метаболиты, в отличие от известных липопептидов 
(30), по-видимому, имеют непептидную природу. 

Таким образом, штаммы Bacillus subtilis BZR 336g и BZR 517 синте-
зируют значительное количество фунгитоксичных метаболитов. Тонко-
слойная хроматография, биоавтография, детектирование проявляющими 
реактивами и методы оптической спектроскопии позволили нам получить 
данные, прямо или косвенно характеризующие свойства и структуру био-
активных соединений, продуцируемых исследованными штаммами. Их 
перспективность заключается в способности синтезировать большой набор 
антигрибных метаболитов, в том числе, вероятно, непептидных соедине-
ний. Полученные результаты подтверждают высокий потенциал штаммов 
B. subtilis BZR 336g и BZR 517 при их использовании для разработки 
средств защиты от фитопатогенных грибов. 
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A b s t r a c t  
 

The ability of B. subtilis to produce a large number of biologically active metabolites of di-
verse structure and properties can largely determine its fungicidal effect against particularly dangerous 
pathogenic fungi. In this regard, we have studied the fungicidal activity and properties of the antifun-
gal metabolites of active strains B. subtilis BZR 336g and BZR 517. The approach we used, inсluding 
purification by extraction with ethyl acetate, thin-layer chromatography (TLC), UV fluorescence, 
tests with detection reagents, spectroscopy and bioautography, showed the potential of the studied 
B. subtilis strains to accumulate the complex of active metabolites exhibiting antifungal effect from 
fungistatic to fungicidal. Bioautographic method was modified by use of the causative agents of 
harmful diseases, F. oxysporum var. orthoceras and Alternaria sp. as test organisms, which allowed us 
to assess in vitro the antifungal activity. Patterns of the antifungal compounds differed between the 
strains in TLC mobility and UV fluorescence. The impact on fungal growth also differed, from slight 
changes in mycelium growth to total suppression. In strain B. subtilis BZR 336g the most pro-
nounced inhibition of F. oksysporum var. orthoceras BZRP1 growth was in bands with Rf 0.39 and 
0.96. Significant Alternaria sp. BZRP8 growth inhibition was also observed in two bands, with Rf 
0.42 and 0.96. B. subtilis BZR 517 synthesizes metabolites exhibiting fungitoxic properties in four 
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bands with Rf 0.42, 0.84. 0.92 and 0.96 against F. oxysporum var. orthoceras BZRP1, and in two 
bands with Rf 0.42 and 0.96 against Alternaria sp. BZRP8. It is known that, in addition to the direct 
action, surfactins and fengicins of B. subtilis prevent the adhesion of competitive microbes on the 
plant. In out tests, spraying TLC plates with distilled water revealed bands with hydrophobic proper-
ties (non-wetting white zones), which can enhance the antagonistic effect of B. subtilis. Test with 
detection reagents visualized the presence of aromatic amines, phenols, phenolic steroids, methyl 
hydrazines, that is, compounds that probably play a certain role in the bioactivity manifestation. The 
weak staining of the metabolites with ninhydrin, as well as the absence of characteristic precipitation 
during acidification of the culture medium or adding ammonium sulfate, may indicate the presence 
of only minor amounts of amino acids and peptides. Spectrophotometrically we detected absorption 
peaks at 205-217 nm wavelengths, which indirectly evidences the presence of polyene structures. Our 
data allow us to hypothesize mechanisms underlying antifungal effects in the studied B. subtilis 
strains. These effects may be due to hydrolysis of phenolic compounds, since the detecting reagents 
indicate various phenolic derivatives, and, according to many researchers’ opinion, active strains, 
when interacting with a phytopathogen, produce hydrolytic enzymes. As a result, the active groups of 
phenols can be released, which enhances the antifungal activity of the synthesized metabolites via 
effect on both fungal cell walls and other cell structures. 

 

Keywords: Bacillus subtilis, microbiological preparations, antifungal metabolites, fungitox-
icity, thin-layer chromatography, bioautography, detection reagents, phenolic compounds, polyene 
structures. 
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