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Микробиологические препараты составляют основу современных технологий фитосани-
тарной оптимизации агроэкосистем, поэтому повышение их эффективности в защите сельскохо-
зяйственных культур от широкого спектра фитопатогенов — актуальная задача растениеводства. 
Во Всероссийском НИИ защиты растений (ФГБНУ ВИЗР) разработан биопрепарат Витаплан 
на основе композиции двух штаммов — Bacillus subtilis ВКМ В-2604D и B. subtilis ВКМ В-2605D 
с различным составом активных комплексов и механизмом действия, обладающих высокой эффек-
тивностью по отношению к широкому кругу фитопатогенов. В настоящей работе впервые получены 
две новые оптимизированные препаративные формы (Витаплан, КЖ + коллоидный хитин и ком-
позиция Витаплан, КЖ + 0,1 % салицилата хитозана) с повышенной антагонистической и эли-
ситорной активностью по сравнению с исходной формой биопрепарата. Установлено, что присут-
ствие в новой препаративной форме Витаплана, КЖ салицилата хитозана повышает индуцирую-
щую активность в 2,0-2,5 раза по сравнению с исходной формой. Цель наших исследований со-
стояла в совершенствовании подходов к повышению эффективности полифункционального био-
препарата Витаплан посредством включения в препаративную форму индукторов болезнеустойчи-
вости на основе хитозана. Схема опыта для определения антагонистической активности в отно-
шении Alternaria solani Sorauer и Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith) Davisetal. 
(штамм 101) предусматривала следующие варианты: Витаплан, КЖ (титр жизнеспособных кле-
ток 1010 КОЕ/мл) — культуральная жидкость штаммов B. subtilis ВКМ В-2604D и B. subtilis 
ВКМ В-2605D при соотношении 1:1 без добавок (контроль); Витаплан, КЖ (1010 КОЕ/мл) + су-
хой хитин (1,0 %); Витаплан, КЖ (1010 КОЕ/мл) + коллоидный хитин (1,0 %, расчет на сухую 
массу хитина); Витаплан, КЖ (1010 КОЕ/мл) + коллоидный хитозан (1,0 %, расчет на сухую 
массу хитозана). Антагонистическую активность оценивали методом бумажных дисков по диа-
метру зоны лизиса тест-культур фитопатогенов на агаризованной питательной среде. Фунги-
статическую активность по отношению к Cochliobolus sativus S. Ito & Kurib. оценивали по сле-
дующий схеме: контроль (вода); Витаплан, КЖ (1010 КОЕ/мл); Витаплан, КЖ (разведение 
1:10, 109 КОЕ/мл); Витаплан, КЖ (без разведения, 1010 КОЕ/мл) + коллоидный хитин (1,0 %, 
расчет на сухую массу хитина); Витаплан, КЖ (разведение 1:10, 109 КОЕ/мл) + салицилат хи-
тозана (0,1 %); салицилат хитозана (0,1 %). Прямое фунгистатическое действие исследуемых 
препаративных форм оценивали in vitro методом агаровых блоков. Для изучения индуцирующей 
активности в патосистеме пшеница (Triticum aestivum L.)—C. sativus отобранные варианты (Ви-
таплан, КЖ; Витаплан КЖ + 1 % коллоидный хитин; композиция Витаплан, КЖ + 0,1 % сали-
цилат хитозана) разводили дистиллированной водой в 10 раз, титр рабочего раствора составлял 
109 КОЕ/мл. За 24 ч до инокуляции патогеном 7-суточные проростки пшеницы восприимчивого к 
болезням сорта Саратовская 29 опрыскивали суспензиями образцов препаративных форм при 
разведении 1:10. Листья пшеницы заражали суспензией спор гемибиотрофа C. sativus (4½103 и 
20½103 спор/мл). Степень пораженности листьев оценивали на 4-е сут после заражения в про-
центах по площади листа. В контроле растения обрабатывали водой. Введение коллоидного хи-
тина (1,0 %) в среду для глубинного культивирования штаммов-продуцентов B. subtilis ВКМ В-
2604D и ВКМ В-2605D повышало их антагонистическую активность в отношении возбудителей 
бактериального рака томата и альтернариоза томата, а также обеспечивало эффективное подав-
ление роста мицелия возбудителя темно-бурой пятнистости пшеницы C. sativus до 84,9 и 88,1 % 
соответственно на 5-е и 7-е сут опыта, сравнимое с эффективностью Витаплана, КЖ (80,9 и 
87,5 %). Салицилат хитозана (0,1 %) обладал умеренной фунгистатической активностью, инги-
бируя рост мицелия гриба С. sativus только на 36,5 и 46,0 %. Предварительное опрыскивание 
растений пшеницы Витапланом, КЖ в разведении 1:10 с последующим заражением возбудителем 
темно-бурой пятнистости снижало площадь поражения листьев до 50-80 % в зависимости от 
инфекционной нагрузки по сравнению с 65-100 % в контроле. Включение в среду для культиви-
рования штаммов-продуцентов коллоидного хитина (0,5 %) сокращало пораженность листьев до 
40-50 %. Салицилат хитозана показал себя эффективным индуктором болезнеустойчивости, сни-
зив пораженность растений пшеницы темно-бурой пятнистостью до 10-20 % в зависимости от 
инфекционной нагрузки. Добавление салицилата хитозана (0,1 %) в Витаплан, КЖ в разведении 
1:10 также положительно влияло на индуцирующую активность антагониста, повышая его биоло-
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гическую активность в 2,0-2,5 раза. Таким образом, обоснована и экспериментально доказана 
перспективность сочетания активных отселектированных штаммов микроорганизмов — антагони-
стов возбудителей болезней растений и хитозановых комплексов для повышения биологической 
эффективности и расширения спектра действия разрабатываемых препаративных форм. 

 

Ключевые слова: биопрепарат Витаплан, препаративные формы, фунгистатическая ак-
тивность, антагонистический эффект, хитозан, хитин, индуцированная устойчивость, пшеница, 
темно-бурая пятнистость. 

 

Традиционное интенсивное земледелие XX века было основано на 
широком применении химических средств защиты растений и минераль-
ных удобрений. Однако, повысив урожайность, интенсивные технологии 
привели к ухудшению фитосанитарного состояния посевов вследствие фор-
мирования резистентных к пестицидам популяций вредных видов, сниже-
нию качества продукции, деградации почв и падению почвенного плодо-
родия. В связи с этим разработка новых биологических средств защиты 
сельскохозяйственных культур от вредных организмов — одно из важных 
направлений современной сельскохозяйственной науки. Экологически без-
опасное растениеводство должно обеспечивать снижение химической на-
грузки на агроэкосистемы, оптимизацию структуры почвенной микрофло-
ры и восстановление микробиологической активности почвы.  

Основной элемент современных биологизированных технологий 
фитосанитарной оптимизации агроэкосистем — микробиологические пре-
параты. Согласно многочисленным исследованиям, бактерии рода Bacillus 
Cohn. — одна из наиболее перспективных групп микроорганизмов для 
биологического контроля популяций фитопатогенных видов (1-4). 

Биопрепараты на основе штаммов B. subtilis в борьбе с болезнями 
растений на основных сельскохозяйственных культурах успешно исполь-
зуются в России и за рубежом. Штаммы бацилл подавляли распростране-
ние и развитие фузариозного увядания кукурузы (5), фузариоза колоса 
пшеницы (6, 7), фузариозную и офиоболезную корневую гниль (8), муч-
нистую росу (9), желтую и бурую ржавчину зерновых культур (10-12). По-
раженность риса листовыми болезнями существенно снижалась при ис-
пользовании биопрепаратов на основе этой группы бактерий-антагонистов 
(13). На овощных культурах штаммы B. subtilis показали активность против 
фузариозного и бактериозного увядания томата (14, 15), корневой гнили 
огурца (16) и фитофтороза перца (17). Бациллы использовали для защиты 
земляники от ржавчины (18). Проблемы и перспективы применения био-
препаратов на основе штаммов B. subtilis в сельском хозяйстве рассматри-
ваются в ряде обзоров (19-21). 

Эффективность контроля плотности популяций фитопатогенов при 
использовании микробиологических средств защиты растений зависит от 
биологических особенностей штаммов-продуцентов и обусловлена рядом 
факторов. К ним относятся как успешная конкуренция за питательные 
вещества и пространство для колонизации почвы и ризосферы (22-23), так 
и способность микроорганизмов синтезировать биологически активные 
соединения (антибиотики, биосурфактанты, сидерофоры и др.) (24-26). 
Важное значение имеет образование гидролитических ферментов (хитиназ, 
глюканаз, протеаз и липаз), которые разрушают клеточные стенки фито-
патогенных грибов (26). Помимо прямого антагонистического действия на 
клетки возбудителя болезни, бациллы способны повышать болезнеустой-
чивость растений благодаря наличию бактериальных детерминант (mi-
crobe-associated molecular patterns, MAMPs), таких как флагеллин, липопо-
лисахариды (ЛПС) и другие соединения, ассоциированные с клеточной 
стенкой B. subtilis (27-29), а также летучие органические вещества (30). 
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Благодаря синтезу соединений-элиситоров активируется индуцированная 
устойчивость растений. Элиситоры индуцируют неспецифический иммун-
ный ответ, но также стимулируют выработку фитогормонов — салицило-
вой кислоты (активатор системной индуцированной устойчивости) и 
жасмоновой кислоты (активатор системной приобретенной устойчивости). 

Штаммы бацилл, используемые в качестве основы биопрепаратов, 
характеризуются многообразием метаболических процессов и способны к 
синтезу биологически активных веществ (БАВ), различающихся по хими-
ческой природе и механизму действия. В этой связи весьма перспективно 
создание композиций из разных штаммов или видов микроорганизмов, 
что может обеспечить разнообразие и высокую активность препаратов. 

Во Всероссийском НИИ защиты растений (ФГБНУ ВИЗР) разра-
ботан биопрепарат Витаплан на основе композиции двух штаммов — 
B. subtilis ВКМ В-2604D и B. subtilis ВКМ В-2605D с разным составом ак-
тивных комплексов и механизмом действия, обладающих высокой эффек-
тивностью по отношению к широкому кругу фитопатогенов (4, 31). 

Для повышения эффективности биопрепаратов заслуживает вни-
мания подход, связанный с усилением способности бактерий запускать 
каскад защитных реакций и повышать системную устойчивость растений. 
Усиление индуцирующей активности штамма-продуцента может быть до-
стигнуто посредством включения природных или синтетических активато-
ров болезнеустойчивости в состав его препаративной формы. Для этого 
наиболее подходят природные индукторы — полисахариды (хитин, хито-
зан), а также салициловая кислота (СК) как сигнальная молекула систем-
ной приобретенной устойчивости. Хитозан и препараты на его основе ши-
роко используют в защите растений от болезней в качестве индукторов 
неспецифической устойчивости (32-34), а СК представляет собой класси-
ческий индуктор устойчивости к болезням, играющий центральную роль в 
защите растений от биотрофных патогенов (35). 

Биопрепарат Витаплан включен в «Государственный каталог пе-
стицидов и агрохимикатов, разрешенных для использования на террито-
рии РФ» в форме смачивающегося порошка (СП). При разработке новых 
полифункциональных форм были приняты во внимание полученные ранее 
данные о высокой иммуномодулирующей активности конъюгата хитозана 
с СК (салицилат хитозана) (36). 

В настоящей работе впервые получены две новые оптимизирован-
ные препаративные формы Витаплана, КЖ (Витаплан, КЖ + коллоидный 
хитин и композиция Витаплан, КЖ + 0,1 % салицилата хитозана) с по-
вышенной антагонистической и элиситорной активностью по сравнению с 
исходной формой биопрепарата. Установлено, что присутствие в новой 
препаративной форме Витаплана, КЖ салицилата хитозана повышает ин-
дуцирующую активность в 2,0-2,5 раза по сравнению с исходной формой. 

Цель наших исследований состояла в совершенствовании подходов 
к повышению эффективности полифункционального биопрепарата Вита-
план посредством включения в препаративную форму индукторов болез-
неустойчивости на основе хитозана. 

Методика. В экспериментах использовали штаммы B. subtilis ВКМ 
В-2604D и B. subtilis ВКМ В-2605D (Государственная коллекция микроор-
ганизмов, патогенных для растений и их вредителей, Центр коллективного 
пользования научным оборудованием «Инновационные технологии защи-
ты растений» ФГБНУ ВИЗР; коллекция зарегистрирована 28 января 1998 
года под ¹ 760 в World Federation for Culture Collections, World Data 
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Centre for Microorganisms — WFCC WDCM, Япония). Штаммы культиви-
ровали на искусственной питательной среде (30 г/л кукурузного экстракта, 
15 г/л мелассы, pH 7,2) на лабораторной качалке при 28 °С и 220 об/мин в 
течение 72 ч (объем колб — 750 мл, объем среды — 100 мл).  

Схема опыта для определения антагонистической активности в 
отношении Alternaria solani Sorauer и Clavibacter michiganensis subsp. Mich-
iganensis (Smith) Davisetal. (штамм 101) предусматривала следующие вари-
анты: Витаплан, КЖ (титр жизнеспособных клеток 1010 КОЕ/мл) — 
культуральная жидкость штаммов B. subtilis ВКМ В-2604D и B. subtilis 
ВКМ В-2605D при соотношении 1:1 без добавок (контроль); Витаплан, КЖ 
(1010 КОЕ/мл) + сухой хитин (1,0 %); Витаплан, КЖ (1010 КОЕ/мл.) + кол-
лоидный хитин (1,0 %, расчет на сухую массу хитина); Витаплан, КЖ 
(1010 КОЕ/мл) + коллоидный хитозан (1,0 %, расчет на сухую массу хи-
тозана). 

Фунгистатическую активность по отношению к Cochliobolus sativus 
S. Ito & Kurib. Drechsler ex Dastur (=Bipolaris sorokiniana, =Drechslera soro-
kiniana Subram et Jain, =Helminthosporium sativum Pam.) оценивали по сле-
дующий схеме: контроль (вода); Витаплан, КЖ (1010 КОЕ/мл); Витаплан, 
КЖ (разведение дистиллированной водой 1:10, 109 КОЕ/мл); Витаплан, 
КЖ (без разведения, 1010 КОЕ/мл) + коллоидный хитин (1,0 %, расчет 
на сухую массу хитина); Витаплан, КЖ (разведение дистиллированной 
водой 1:10, 109 КОЕ/мл) + салицилат хитозана (0,1 %); салицилат хито-
зана (0,1 %). 

Для изучения индуцирующей активности в патосистеме пшеница 
(Triticum aestivum L.)—C. sativus отобранные варианты (Витаплан, КЖ; Ви-
таплан КЖ + 1 % коллоидный хитин; композиция Витаплан, КЖ + 0,1 % 
салицилат хитозана) разводили дистиллированной водой в 10 раз (в соот-
ветствии с нормами применения биопрепарата Витаплан КЖ), титр рабо-
чего раствора во всех вариантах составлял 109 КОЕ/мл. Салицилат хитоза-
на использовали в концентрации 0,1 %. 

Коллоидный хитин получали из хитина с молекулярной массой 
100 кДа растворением в концентрированной соляной кислоте с последу-
ющим осаждением ацетоном (38). Коллоидный хитозан получали разрабо-
танным нами методом. Для этого 1 г сухого хитозана (100 кДа) растворяли 
в 100 мл 2,5 % водного раствора молочной кислоты при постоянном пе-
ремешивании. Далее раствор нейтрализовали 1,5 % водным раствором 
гидроксида натрия до pH 8,0. Коллоидный раствор хитозана выдерживали 
в холодильнике для формирования осадка. 

Хитозан (60 кДа) получали методом окислительной деструкции 
(37) из хитозана с молекулярной массой 150 кДа и степенью деацетили-
рования 85 % («Биопрогресс», Россия). На его основе синтезировали са-
лицилат хитозана, содержащий ионно-связанные фрагменты СК, состав-
лявшие 25 %. Образование соли между хитозаном и СК было подтвержде-
но наличием в ИК-спектре характеристических полос от карбоксилатной 
группы СО2− — 1552,92 см−1 и 1386,12 см−1. Широкая сильная полоса в 
области 3100-2600 см−1 соответствовала валентным колебаниям от функ-
циональных групп NH3+ и ОН −. 

Титр жизнеспособных клеток в образцах препаративных форм 
определяли стандартным методом 10-кратных серийных разведений с вы-
севом на агаризованную среду СПА и последующим подсчетом выросших 
колоний. Антибактериальную активность образцов против возбудителя 
бактериального рака томатов Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis 
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(Smith) Davisetal. (штамм 101) и антигрибную активность против возбуди-
телю альтернариоза томата Alternaria solani Sorauer оценивали методом бу-
мажных дисков по диаметру зоны лизиса тест-культур фитопатогенов на 
агаризованной питательной среде. Для этого агар Чапека в чашках Петри 
засевали сплошным газоном тест-культуры, используя суспензию с титром 
105 КОЕ/мл, а затем на поверхность агара помещали стерильные бумаж-
ные фильтры диаметром 8 мм, на которые пипеткой наносили суспензию 
лабораторного образца препаративной формы определенной концентра-
ции. Тест-культуры выращивали в термостате TC-1/80 СПУ (СКТБ СПУ, 
Россия) при 22-25 °С в течение 3-5 сут. 

Прямое фунгистатическое действие исследуемых препаративных 
форм оценивали in vitro методом агаровых блоков. В стерильные чашки 
Петри разливали охлажденную до 40 °С агаризованную среду Чапека. По-
сле застывания на поверхность среды равномерно наносили суспензии 
испытуемых образцов препаративных форм (0,2 мл), а затем помещали 
блоки 10-суточных культур возбудителя гельминтоспориозной корневой 
гнили зерновых культур C. sativus диаметром 6 мм, которые вырезали сте-
рильным сверлом из мицелиальных газонов гриба, выращенных на агаре 
Чапека в течение 8-10 сут. Контролем служили чашки с агаризованной 
средой Чапека с блоками тест-культуры без образцов препаративных 
форм. Чашки инкубировали в темноте при 25 °С. Диаметры колоний гри-
ба измеряли на 5-е и 7-е сут совместного культивирования, после чего 
оценивали фунгистатическое действие испытуемых образцов по формуле 
Эббота: П = Дк − Доп/Дк ½ 100 %, где П — подавление роста гриба по 
сравнению с контролем, %; Дк — диаметр колонии гриба в контроле, мм; 
Доп — диаметр колонии гриба в опыте, мм. 

Опыты по оценке иммуномодулирующей активности образцов 
препаративных форм проводили методом отделенных листьев (39). За 24 ч 
до инокуляции патогеном 7-суточные проростки пшеницы восприимчиво-
го к болезням сорта Саратовская 29 опрыскивали суспензиями образцов 
препаративных форм при разведении 1:10. Листья пшеницы заражали сус-
пензией спор гемибиотрофа C. sativus (4½103 и 20½103 спор/мл). Степень 
пораженности листьев оценивали на 4-е сут после заражения в процентах 
по площади листа. В контроле растения обрабатывали водой. 

Все опыты проводили в 3-кратной повторности. Для обработки по-
лученных данных использовали дисперсионный анализ в программах 
Statistica 6.0 («StatSoft, Inc.», США) и Excel 2016. При расчетах применили 
методы параметрической статистки на основе средних значений (М) и 
стандартных ошибок средних (±SEM), 95 % доверительных интервалов, 
наименьшей существенной разности НСР при p < 0,05 (НСР05). 

Результаты. Включение различных форм хитина и хитозана в 
среду при глубинном культивировании штаммов B. subtilis ВКМ В-2604D 
и B. subtilis ВКМ В-2605D не оказало отрицательного влияния на титр 
клеток штаммов-продуцентов биопрепарата Витаплан, КЖ (табл. 1). 
Установлено, что введение коллоидного хитина в среду несколько повы-
шало антагонистическую активность штаммов-продуцентов в отношении 
обеих тест-культур. 

Выявлена высокая фунгистатическая активность Витаплана, КЖ, 
которая существенно не различалась при плотности суспензии клеток 109 
и 1010 КОЕ/мл: рост мицелия C. sativus подавлялся соответственно на 74,3 
и 80,9 % на 5-е сут и на 81,2 и 87,5 % на 7-е сут опыта. При добавлении 
1,0 % коллоидного хитина в среду для культивирования штаммов биоло-
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гическая активность оставалась высокой — 84,9 и 88,1 % соответственно 
на 5-е и 7-е сут. Салицилат хитозана в концентрации 0,1 % обладал уме-
ренной фунгистатической активностью, ингибируя рост мицелия гриба 
С. sativus на 30,5 и 42,5 %. Следует отметить, что включение салицилата 
хитозана в разбавленную культуральную жидкость штаммов-продуцентов в 
концентрации 0,1 % приводило к незначительному снижению прямого 
ингибирующего действия мицелиального роста гриба С. sativus — до 61,9 и 
69,4 % (табл. 2). 

1. Антагонистическая активность штаммов Bacillus subtilis ВКМ В-2604D и B. 
subtilis ВКМ В-2605D при глубинном культивировании и введении в состав 
питательной среды хитина и хитозана (М±SEM) 

Вариант опыта 
Диаметр зоны отсутствия роста тест-культур, мм 

Alternaria solani 
Clavibacter michiganensis 
subsp. michiganensis 101 

Витаплан, КЖ без добавок (контроль) 40,3±1,0 31,9±1,0 
Витаплан, КЖ + сухой хитин (1,0 %) 37,8±0,5 31,9±1,2 
Витаплан, КЖ + коллоидный хитин (1,0 %) 43,6±0,8 34,8±1,8 
Витаплан, КЖ + коллоидный хитозан (1,0 %) 36,0±1,0 31,6±0,5 

НСР05 1,1 0,9 
П р и м е ч а н и е. Титр штаммов-продуцентов для всех вариантов опыта 1010 КОЕ/мл. 

 

2. Интенсивность линейного роста тест-культуры фитопатогенного гриба Coch-
liobolus sativus под влиянием различных препаративных форм Витаплана, КЖ 
в зависимости от времени культивирования (M±SEM)  

Вариант опыта 
Концентрация 
дополнительного 
компонента, % 

Титр жиз-
неспособ-
ных клеток, 
КОЕ/мл 

5-е сут 7-е сут 
диаметр 
колоний, 
мм 

ингиби-
рование 
роста, % 

диаметр 
колоний, 
мм 

ингиби-
рование 
роста, % 

Контроль (вода)   52,5±0,5 − 80,0±1,2 − 
Витаплан, КЖ  1010 10,0±0,5 80,9 10,0±1,0 87,5 
Витаплан, КЖ (разведение 
1:10) 

 
109 13,5±0,5 74,3 15,0±1,2 81,2 

Витаплан, КЖ + коллоид-
ный хитин  

1,0 
1010 8,0±0,2 84,9 9,5±1,0 88,1 

Витаплан, КЖ (разведение 
1:10) + салицилат хитозана 

0,1 
109 20,0±1,5 61,9 24,5±1,5 69,4 

Салицилат хитозана 0,1  36,5±2,2 30,5 46,0±2,0 42,5 
НСР05    1,3  0,6 

П р и м е ч а н и е. Прочерки означают, что ингибирование роста отсутствовало. 
 

При заражении листьев пшеницы восприимчивого к болезням 
сорта Саратовская 29 суспензией спор C. sativus в контроле признаки бо-
лезни наблюдались в виде бурых пятен, занимающих 65 и 100 % площа-
ди листа при инфекционной нагрузке патогена соответственно 4½103 и 
20½103 спор/мл (рис.). Предварительное опрыскивание растений Вита-
планом, КЖ в разведении 1:10 с последующим заражением возбудителем 
темно-бурой пятнистости снижало площадь поражения листьев до 50 и 
80 % в зависимости от инфекционной нагрузки патогена. 

Включение в среду для культивирования штаммов-продуцентов 
коллоидного хитина в концентрации 1,0 % сокращало пораженность ли-
стьев до 40 и 50 % при инфекционной нагрузке 4½103 и 20½103 спор/мл, 
что свидетельствует о более высокой иммуномодулирующей активности 
этой препаративной формы по сравнению с Витапланом, КЖ в разведе-
нии 1:10. Эффективным индуктором болезнеустойчивости показал себя 
салицилат хитозана, снизив пораженность растений до 10 и 20 %. До-
бавление в Витаплан, КЖ в разведении 1:10 салицилата хитозана в кон-
центрации 0,1 % также положительно влияло на индуцирующую актив-
ность антагониста, повышая его биологическую активность в 2,0-2,5 ра-
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за (поражение листьев 20 и 40 % при инфекционной нагрузке 4½103 и 
20½103 спор/мл) (см. рис.).  

Анализ полученных данных показал, что действие препаративных 
форм Витаплана против темно-бурой пятнистости зависит от интенсив-
ности поражения растений пшеницы возбудителем болезни C. sativus. 
Наибольший защитный эффект проявил Витаплан, КЖ в разведении 1:10 
в сочетании с салицилатом хитозана (0,1 %) (см. рис.).  

 

А Б 

  
В Г 

  
Д  

 

Пораженность листьев пшеницы (Triticum 
aestivum L.) сорта Саратовская 29 возбудите-
лем темно-бурой пятнистости Cochliobolus sa-
tivus (инфекционная нагрузка 4½103 спор/мл) 
при обработке различными препаративными 
формами Витаплана, КЖ: А — контроль (по-
ражение 65 %), Б — Витаплан, КЖ (50 %),  

В — Витаплан, КЖ + коллоидный хитин (40 %), Г — Витаплан, КЖ + cалицилат хитозана 
(20 %), Д — салицилат хитозана (10 %). 

 

Эффективность биопрепарата в защите пшеницы от темно-бурой 
пятнистости определяется двумя механизмами: прямым подавлением 
возбудителя болезни за счет синтеза антибиотиков и ферментов штамма-
ми-продуцентами и опосредованно, через индукцию системной устойчи-
вости. По нашему мнению, существуют значительные различия в меха-
низмах защиты пшеницы от темно-бурой пятнистости при применении 
Витаплана, КЖ и его препаративных форм, содержавшей коллоидный 
хитин и 0,1 % салицилат хитозана. 

Биопрепарат Витаплан, КЖ на основе штаммов B. subtilis ВКМ В-
2604D и B. subtilis ВКМ В-2605D подавляет развитие болезни благодаря 
высокой фунгистатической активности по отношению к C. sativus, обу-
словленной синтезом метаболитного комплекса сложного состава, кото-
рый включает пептидные и полиеновые антибиотики. Напротив, индуци-
рующая активность препарата была невысокой (см. табл. 2). Включение 
коллоидного хитина и салицилата хитозана в состав препаративных форм 
Витаплана снижало развитие болезни в 1,5-3,0 раза по отношению к кон-
тролю в зависимости от инфекционной нагрузки. Основной защитный 
механизм, обеспечивающий высокую биологическую активность препара-
тивной формы, сочетающей Витаплан, КЖ (1:10) и салицилат хитозана 
(0,1 %), — индуцированная устойчивость. Фунгистатическая активность 
этого состава была несколько ниже, чем у Витаплана, КЖ (1:10). Биологи-
ческая активность препаративной формы, сочетающей Витаплан, КЖ 
(1:10) с коллоидным хитином (1,0 %), по-видимому, определялась совме-
щением фунгицидной активности препарата и индукции защитных реак-
ций растения. Таким образом, разработанные нами препаративные формы 
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Витаплана, КЖ обеспечивали прямое подавление развития возбудителя 
болезни и оказывали опосредованное защитное действие через повышение 
болезнеустойчивости растений пшеницы к темно-бурой пятнистости. 

Согласно современным представлениям, микробно-растительные 
взаимоотношения в системе растение—фитопатоген—антагонист носят 
сложный и разнонаправленный характер. Например, штамм B. subtilis 26Д 
индуцировал системную устойчивость в растениях пшеницы, инфициро-
ванных гемибиотрофным грибом Septoria nodorum, и в растениях картофе-
ля, пораженных оомицетом Phytophthora infestans, через накопление Н2О2 и 
увеличение транскрипционной активности СК-регулируемых генов PR-
белков, а также повышение активности пероксидазы и отложение лигнина 
в местах инфицирования (40). 

Элиситорами, запускающими защитные механизмы растения, мо-
гут быть белки, липопептиды, полисахариды и другие соединения, ассо-
циированные с клеточной стенкой B. subtilis (41). Бактериальные метабо-
литы, обладающие свойствами индуцированной устойчивости, включают 
цепочку взаимосвязанных друг с другом защитных реакций, в том числе 
образование активных форм кислорода, фосфорилирование белков, запуск 
базовых механизмов фитоиммунитета, которые приводят к развитию си-
стемной устойчивости (42-45). 

Хитин и хитозан — молекулярные детерминанты многих фитопато-
генных микроорганизмов, которые распознаются белковыми рецепторами 
растений (46). В результате взаимодействия с рецепторами активируется 
комплекс защитных реакций неспецифического иммунитета растений и 
формируется системная устойчивость к патогенам. Индуцируемые защит-
ные реакции включают генерацию активных форм кислорода (АФК), син-
тез каллозы, укрепление клеточной стенки лигнином, развитие реакции 
сверхчувствительности (СЧ-реакция), которая вызывает гибель расти-
тельных клеток и патогена в зоне его внедрения, индукцию генов, вовле-
ченных в синтез защитных белков, а также синтез 18 классов патоген-
индуцируемых белков с антимикробной  (тионины, дефензины, ингиби-
торы протеиназ) и литической активностью (хитиназы, глюканазы), ин-
дукцию гормонов защиты (абсцизовой кислоты, жасмонатов, салициловой 
кислоты), а также индукцию фенол-пропаноидного пути и повышение 
уровня фитоалексинов (47). 

Известно, что один из механизмов, связанных с повышением 
устойчивости растений табака, — возрастание количества СК под влияни-
ем обработки штаммом B. pumilus SE34 (48). Поскольку СК — сигнальная 
молекула, включающая каскад защитных реакций в растениях, экзогенное 
применение СК совместно с Pseudomonas fluorescence (pf4-92) усилило ин-
дуцирующую активность антагониста в защите проростков нута от фуза-
риозного увядания (49). Совместное применение P. fluorescence (SE21 и 
RD41) и индукторов устойчивости (хитин и салициловая кислота) стиму-
лировало рост растений и повышало эффективность биологического кон-
троля ризоктониоза перца (50). Опубликованы работы, подтверждающие, 
что сочетание микробов-антагонистов и хитозана повышало эффектив-
ность биоагентов в защите овощных культур и клубники от мучнистой ро-
сы (51). Добавление хитина к культуре штамма Bacillus sp. позволило зна-
чительно снизить увядание хлопка (52). 

Очевидно, что разработка новых микробиологических средств за-
щиты растений от болезней должна быть направлена на создание поли-
функциональных композиций, эффективных в отношении широкого круга 
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фитопатогенов. Проведенные нами ранее исследования показали, что сов-
местное использование штаммов микроорганизмов и хитозановых ком-
плексов эффективно для защиты пшеницы от комплекса основных болез-
ней, включающего корневую гниль и листовые пятнистости, а также для 
повышения урожайности (53). 

Итак, в результате проведенных исследований получены две новые 
препаративные формы — Витаплан, КЖ + коллоидный хитин и Витаплан, 
КЖ + салицилат хитозана с повышенной биоцидной и индуцирующей 
активностью по сравнению с исходной формой Витаплан, КЖ. Препара-
тивная форма Витаплан, КЖ + коллоидный хитин характеризуется вы-
сокой антагонистической активностью. Введение коллоидного хитина 
(1,0 %) в среду для глубинного культивирования штаммов-продуцентов 
обеспечивало эффективное подавление роста мицелия возбудителя темно-
бурой пятнистости пшеницы Cochliobolus sativus (до 84,9-88,1 %), а инду-
цирующий эффект этой формы при защите пшеницы был в 1,5-2,0 раза 
выше по сравнению с таковым у исходного биопрепарата. Композиция, 
полученная добавлением 0,1 % салицилата хитозана в Витаплан, КЖ, по-
вышала биологическую активность Витаплана, КЖ в 2,0-2,5 раза. Экспе-
риментально установленный высокий защитный эффект новой оптимизи-
рованной препаративной формы биопрепарата Витаплана, КЖ по отно-
шению к C. sativus, по-видимому, был результатом совместного действия 
комплекса метаболитов штаммов B. subtilis, подавляющих или замедляю-
щих рост фитопатогена, и повышения элиситорной активности в результа-
те включения в состав композиции хитозановых индукторов болезне-
устойчивости. Полученные результаты свидетельствуют о перспективности 
сочетания активных штаммов микроорганизмов-антагонистов возбудите-
лей болезней растений и хитозановых комплексов для повышения биоло-
гической эффективности и расширения спектра действия разрабатывае-
мых препаративных форм. 
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A b s t r a c t  
 

Microbiological preparations form the basis of modern technologies phytosanitary optimi-
zation of agroecosystems, therefore, increasing their efficiency in protecting crops from a wide range 
of plant pathogens is an urgent task of crop production. The All-Russian Research Institute of Plant 
Protection (VIZR) has developed Vitaplan, a biological product based on the composition of two 
strains, the Bacillu subtilis VKM B-2604D and B. subtilis VKM B-2605D with a different composi-
tion of active complexes and a mechanism of action that are highly effective against a wide range of 
plant pathogens. The aim of the study is to substantiate increasing the biological effectiveness of new 
Vitaplan formulations supplemented with chitosan as an inducers of plant resistance. In this work, 
for the first time, two new formulations were developed, the Vitaplan, CF + colloidal chitin and the 
Vitaplan, CF + 0.1 % chitosan salicylate with increased antagonistic and elicitor activity compared 
to the original biological Vitaplan, CF. The effect of disease resistance inducers, such as colloidal 
chitin and chitosan salicylate, on the biological activity of Vitaplan has been investigated. The colloi-
dal chitin (1 %) added to the deep culture medium increased the antagonistic activity of B. subtilis 
VKM B-2604D and VKM B-2605D against the tomato bacterium Clavibacter michiganensis subsp. 
Michiganensis (Smith) Davis et al. (strain 101) and the fungus Alternaria solani Sorauer, and also 
ensured effective suppression of the growth of Cochliobolus sativus mycelium up to 84.9-88.1 % on 
day 5 and day 7 of the experiment, which is comparable to the efficiency of Vitaplan CF (80.9-
87.5 %, respectively). Chitosan salicylate at a concentration of 0.1 % had a moderate fungistatic 
activity, with only 36.5-46.0 % suppression of the growth of the C. sativus mycelium. The study of 
the immunomodulatory activity of various Vitaplan CF preparative forms in protecting wheat against 
the brown spot pathogen Cochliobolus sativus (S. Ito & Kurib.) was carried out under various infec-
tious loads. Depending on the infectious load of the pathogen, preliminary spraying of wheat plants 
with Vitaplan, CF at a dilution of 1:10 followed by infection with the brown spot pathogen reduced 
the leaf lesion area to 50-80 % compared to 65-100 % in control. Adding 1.0 % colloidal chitin to 
the culture medium for the producer strains reduced leaf damage to 40-50 %, which indicates a 
higher immunomodulatory activity of this form of Vitaplan compared to Vitaplan CF at a dilution of 
1:10. Chitosan salicylate proved to be an effective inducer of disease resistance, reducing damage to 
wheat plants by dark brown spots to 10-20 %, depending on the infectious load. The addition of 
chitosan salicylate at a concentration of 0.1 % to original form Vitaplan, CF at a 1:10 dilution also 
had a positive effect on the antagonist with a 2.0-2.5-fold increase of its biological activity. The bio-
logical effectiveness of the new formulation Vitaplan CF (1:10) + chitosan salicylate (0.1 %) in pro-
tecting wheat from brown spot when spraying plants is determined by two mechanisms, i.e., by i) direct 
pathogen suppression due to antibiotics and enzymes the B. subtilis VKM B-2604D and B. subtilis VKM 
B-2605D produce, and ii) through the induction of plant systemic resistance. The chitosan salicylate in 
the Vitaplan biological increases the inducing activity of this new formulation compared to the origi-
nal form. Thus, the prospect of combining active selected strains of microbial antagonists of plant 
pathogens and chitosan complexes to increase the biological efficiency and expand the spectrum of 
action of drugs has been experimentally confirmed and theoretically substantiated. 

 

Keywords: biological control, Bacillus subtilis, Vitaplan formulations, fungistatic activity, 
antagonistic effect, chitosan, chitin, systemic resistance, Triticum aestivum L., Cochliobolus sativus. 
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